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Abstract 
 
変温動物である魚類の免疫機構は、水温の影響を大きく受ける。これまでに水温が抗体産生に
影響を及ぼすことは報告されているが、どのような分子に影響を及ぼすことで免疫機構が制御
されているかについては不明である。そこで本研究では、ヒラメを用いて免疫関連遺伝子発現
動態の調節に及ぼす水温の影響を解明することを目的とした。 
まず、自然免疫関連遺伝子である IL-1β、hepcidin、IFN-γ、IRF-1 および TAP-1 の発現動態を
定量 PCR により調べた。ヒラメを 15 ℃および 22 ℃で飼育し、Lactococcus garvieae 不活化菌
体を接種した。一定時間後に脾臓を採取し、発現動態を解析した。IL-1β および hepcidin の mRNA
蓄積量は、両試験区ともに接種 12 時間後に顕著に増加した。IFN-γ の mRNA 蓄積量は 15 ℃の
試験区において接種 12 時間後に顕著に増加したが、22 ℃の試験区において有意な差はみられ
なかった。IRF-1 および TAP-1 は、IFN-γ と同様の発現変動を示した。 
次いで、同様に飼育したヒラメに Edwardsiella tarda 不活化菌体を接種し、脾臓における初期
の免疫関連遺伝子発現動態を定量 PCR により解析した。IL-1β および hepcidin の mRNA 蓄積量
は、両試験区ともに接種 3 時間後に顕著に増加した。IFN-γ の mRNA 蓄積量は 15 ℃の試験区に
おいて接種 6 時間後に、22 ℃の試験区において接種 3 時間後に顕著に増加した。IRF-1 および
TAP-1 は、IFN-γ と同様の発現変動を示した。 
さらに、水温により異なる発現変動を示す遺伝子を網羅的に調べるために、マイクロアレイ法
により解析した。同様に飼育したヒラメに E. tarda 不活化菌体を接種し、一定時間後に脾臓を採
取して解析に用いた。その結果、22 ℃の試験区において、接種 6 時間後に発現変動を示す遺伝
子群が明らかとなり、発現上昇した遺伝子群には IFN-γ 関連遺伝子が含まれていた。 
一方、獲得免疫に及ぼす水温の影響を調べるために、E. tarda 不活化菌体接種後の抗体価を経
時的に測定した。抗体価は、15 ℃の試験区において接種 28 日後に上昇し、22 ℃の試験区にお
いて接種 14 日後に上昇した。また、E. tarda 生菌による感染試験を行った結果、E. tarda 不活化
菌体の接種により対照区と比較して死亡が遅れる傾向がみられた。 
以上のことから、水温は遺伝子発現動態の調節に影響を及ぼすことが明らかとなった。また、
水温の上昇は自然免疫における IFN-γ シグナル伝達系に影響を及ぼし、早い段階で獲得免疫を
誘導することが示唆された。  
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第一章 序論 
 
第一節 魚類の生体防御機構 
1.  自然免疫機構 
魚類の生息の場は水中であり、細菌、真菌および原虫などの微生物の生存に対し
ても適した環境である。このように魚類は絶えず微生物の侵入に曝される環境に生
息するため、魚類にとって生得的に備える自然免疫機構は重要な意味をもつ。自然
免疫のうち、最初の防壁は腸管および鰓を含む体表による防御であり、次に液性免
疫、さらに細胞性免疫が働く (1, 2, 3)。液性免疫は補体、トランスフェリン、抗プロテ
アーゼ、溶血素およびリゾチームなどが、細胞性免疫はマクロファージ、好中球お
よびリンパ球などが機能する (4, 5, 6)。  
一方、自然免疫機構において、病原微生物の侵入をいち早く感知する重要な役割
を果たすのがパターン認識受容体（pattern recognition receptors；PRRs）である (7)。
PRRs は、グラム陰性菌においてはリポ多糖類（lipopolysaccharide；LPS）、グラム陽
性菌においてはペプチドグリカン（peptidoglycan；PGN）など、微生物由来の様々な
構成分子の構造、すなわち、病原体関連分子パターン（pathogen-associated molecular 
patterns；PAMPs）を認識する (8, 9)。PRRs である Toll 様受容体が PAMPs を認識する
と、細胞内へシグナルが伝達され、インターロイキン（interleukin；IL）-1β およびイ
ンターフェロン（interferon；IFN）-γ などの初期免疫応答の中心的役割を担う炎症性
サイトカインが産生される (10)。IL-1β は抗菌ペプチドである hepcidin などの他因子
の発現を誘導するだけでなく (11)、直接的に自然免疫を促進することが明らかとな
っている (12)。また T 細胞および B 細胞を活性化する役割を有する (13)。一方、PAMPs
の認識によりケモカインの発現も誘導され、自然免疫応答は活性化される。さらに
樹状細胞の成熟を促進するなど、獲得免疫機構の活性化へとつなぎ、侵入した病原
微生物に対する特異的な免疫応答を誘導する (14)。このように PRRs は自然免疫機構
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および獲得免疫機構の連携に関与し、効率の良い病原微生物の排除に重要な役割を
果たす。これらのことより、自然免疫は獲得免疫成立に必須であるといえる (4, 15)。 
 
2.  獲得免疫機構 
生得的に備えている自然免疫に対して、侵入を受けて初めて後天的に獲得する特
異性の高い防御システムが獲得免疫である。免疫応答は液性免疫および細胞性免疫
に分けられ、リンパ球が中心的な役割を果たす。リンパ球は、その機能から大きく
B 細胞および T 細胞に分類される。また、T 細胞はさらにヘルパーT（T helper；Th）
細胞および細胞障害性 T 細胞（cytotoxic T lymphocyte；CTL）に分類される。これら
の血球は、細胞表面に存在する分子により分類され、多数の CD（cluster of 
differentiation）分子と呼ばれる細胞表面の抗原が知られている。 
微生物の侵入および異種タンパク質の取り込みなどの抗原刺激を受けると、生体
内に存在する多様な B 細胞のうち、抗原に適合する膜型抗体を細胞膜表面にもつも
のが選択される。その後、B 細胞は増殖し、プラズマ細胞へと再分化することで、
その抗原に特異的に結合する抗体が産生される。魚種および飼育水温によって異な
るが、抗体産生細胞は、抗原刺激を受けて 2 日から 5 日後に出現し、抗体はやや遅
れて 5 日から 7 日後に血液中に出現する場合が多いことが明らかとなっている (16)。
このように B 細胞は液性免疫の主体となる。さらに、抗原を貪食したマクロファー
ジが、その抗原の情報を主要組織適合抗原複合体（major histocompatibility complex；
MHC）により細胞表面に提示すると、それに結合した Th 細胞がサイトカインを放
出し、B 細胞の分裂、増殖およびプラズマ細胞への分化を誘導する。MHC には構造
および機能が異なる 2 つのクラスが存在する。MHCⅠは、すべての有核細胞の細胞
表面に発現し、自己タンパク質およびウイルスタンパク質などに由来する主に細胞
内で合成されたペプチドを結合する。これが CD8＋T 細胞において認識されること
で、CD8＋T 細胞は CTL となり、細胞性免疫が活性化される。一方、MHCⅡ分子は、
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マクロファージおよび B 細胞などの一部の免疫細胞においてのみ発現し、外来タン
パク質由来のペプチドと結合して、CD4＋T 細胞に提示する (1, 16)。一連の抗体産生応
答の過程で、B 細胞の一部は記憶細胞となるため、同じ抗原の侵入を再度受けた際
には、より迅速で効果の高い応答が起こる (15)。 
 
3.  IFN-γ の作用機序 
IFN はウイルスの増殖を非特異的に抑制する因子として発見され、抗原性により、
哺乳類においてはⅠ型、Ⅱ型およびⅢ型に分類される (17, 18)。一方、魚類においては、
ウイルスの感染によりⅠ型 IFN を産生することが確認されており、Ⅱ型 IFN の産生
も報告されている (19, 20)。IFN はウイルスや細菌、またはこれらの構成成分の刺激に
より産生される。Ⅰ型 IFN は白血球および繊維芽細胞において主に産生され、Ⅱ型
IFN は T 細胞、ナチュラルキラー（natural killer；NK）細胞および B 細胞において
産生される。Ⅱ型 IFN は JAK-STAT シグナル伝達経路を介して機能する一方で、マ
クロファージを活性化し、NO 産生を高め、抗原提示を促進する (21, 22)。 
Ⅱ型 IFN に分類される IFN-γ は、リンパ球を抗原で刺激することにより産生され
る IFN として発見され、免疫 IFN とも呼ばれる (17, 18)。自然免疫において、抗原提
示細胞および単核食細胞から分泌される IL-12 などにより刺激を受けた NK 細胞に
より産生される (19)。IFN-γ 受容体は多くの細胞で発現するため、その作用は広範囲
に及ぶが、特にマクロファージに及ぼす影響が重要となる。マクロファージ活性化
因子の中心的役割を担うため、IFN-γ により刺激されたマクロファージは殺菌作用
が増強し、真菌などの病原微生物に対する自然免疫応答において重要な役割を果た
すことが報告されている (23, 24, 25)。一方、IFN-γ は抗原提示細胞の活性を高め、MHC
Ⅰおよび MHCⅡの発現を介して、T 細胞の免疫応答を増強し、細胞性免疫応答を促
進する。ニジマス（Oncorhynchus mykiss）において、IFN-γ の組換え体タンパク質で
マクロファージを刺激すると、転写レベルおよびタンパク質レベル双方で MHCⅠお
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よび MHCⅡの顕著な増加が確認されていることから、抗原提示において重要な役割
を担うと考えられている (23)。IFN-γ は細胞上の MHCⅠを構成するペプチドの量お
よび多様性を増加させる働きを有しており、MHCⅠの発現上昇により CTL の抗原
認識の効率を高めて細胞性免疫を誘導する (26)。また、抗原提示においてペプチドを
細胞質基質から小胞体へ輸送する transporter associated with antigen processing（TAP）
は、IFN-γ により働きが促進されることが明らかとなっており、ペプチドの取り込み
を効率よく行うことで MHCⅠの働きに貢献する (10, 26, 27)。このように、自然免疫と
獲得免疫の橋渡しの際に重要な役割を果たす。また、IFN-γ は MHC により提示され
る抗原の刺激を受けた CD4＋Th1 細胞および CD8＋CTL により産生されることで、獲
得免疫における重要な役割も有することが明らかとなっている (21, 23)。これらのほ
かにも、IFN-γ は IL-1β、IL-6、IL-12 および腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor；TNF）
などの炎症性サイトカインの発現上昇に影響を及ぼすなど、サイトカインおよびケ
モカインの発現応答も調整する (18, 23, 28)。また IFN 伝達経路を制御する interferon 
regulatory factor（IRF）-1 は、IFN の刺激を受けて発現量が上昇することから (18, 26, 
28)、IFN 制御因子の誘導により IFN 伝達経路の活性化が行われることが明らかとな
っている。 
 
第二節 魚類の生体防御機構に及ぼす水温の影響 
変温動物である魚類の生体防御機構は水温に依存する。特に獲得免疫系は影響を
受けやすいことが明らかとなっている。液性免疫応答においては、コイ（Cyprinus 
carpio）のように広い温度帯域に生息する淡水魚は、15 ℃以下の低水温時には抗体
産生能が著しく低下する (1)。低下のメカニズムについては、T 細胞の細胞膜の流動
性の変化および T 細胞由来の成長因子の合成が低水温により抑制されることが報告
されている。抗原の処理および B 細胞の機能は低水温時においても抑制されないが、
Th 細胞の機能は低下することが示唆されている (16)。また、血中抗体価は季節変化
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を示し、夏季に高く、冬季に低いことが明らかとなっている。一方、ニジマスのよ
うな冷水性の魚においては、低水温時においても高い抗体産生能を示すが、水温変
化に伴う抗体量の変化が観察される (1)。また細胞性免疫への影響について、カサゴ
（Sebastiscus marmoratus）を用いた移植片拒絶反応の研究が行われている。拒絶反
応は、23 ℃においては組織片移植 6 日後に生じるが、10 ℃においては反応完了ま
でに 2 ヶ月を要することが明らかとなっている (16)。一方、自然免疫系も同様に水温
の影響を受けることが報告されており、20 ℃で飼育したヒラメ（Paralichthys 
olivaceus）の生体防御機構の活性は、25 ℃で飼育したものに比べて有意に低いこと
が明らかとなっている (29)。このように、水温は免疫応答に大きく関与することから、
ワクチンを投与する際には水温が重要となると考えられている。近年では、免疫応
答に及ぼす水温の影響を解明する手段として、免疫関連遺伝子の発現動態に着目し
た研究も行われている。その中でも定量 PCR およびマイクロアレイ法は、病原微生
物および PAMPs に対する免疫関連遺伝子の発現動態を解析する手法として広く用
いられており (30, 31, 32)、免疫応答のメカニズムについて新たな知見がもたらされる
ことが期待されている。 
 
第三節 T 細胞の Th1 細胞および Th2 細胞への分化 
自然免疫応答において、細胞内寄生病原体の侵入を感知すると、ナイーヴ T（Th0）
細胞は IFN-γ および IL-12 などの分泌を促進する Th1 細胞へと分化し、細胞性免疫
を誘導する。一方、細胞外寄生病原体の侵入を感知すると、IL-4、IL-6 および IL-10
などの分泌を促進する Th2 細胞へと分化し、B 細胞を中心とする液性免疫を誘導す
る (33, 34, 35)。T 細胞受容体におけるシグナルの強さが Th1/Th2 細胞分化に影響を及ぼ
しており、シグナルが強い場合は Th1 細胞へ、弱い場合は Th2 細胞へと分化が誘導
されやすいことが示唆されている (23, 36)。 
Th1 細胞により産生される IFN-γ および IL-12 は、Th1 細胞の成熟へとつながるカ
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スケード反応において主要なサイトカインであり、Th1 細胞による免疫応答を促進
する働きを有する。また、このカスケード反応に関与する T-box expressed in T-cells
（T-bet）、signal transducers and activator of transcription（STAT）1 および STAT4 を含
む様々な転写因子は、Th1 細胞への分化に重要な役割を果たし、特に T-bet は主要な
制御因子である (23, 37, 38)。IFN-γ 存在下において、CD4＋T 細胞が T 細胞受容体を通
してシグナルを受け取ると、STAT1 シグナルにより T-bet の発現量は上昇する。こ
れにより T-bet は Th0 細胞の Th1 細胞への分化を促進し、IFN-γ の産生、T-bet の発
現量上昇および Th1 細胞への分化というフィードバックが生じる。一連の結果、マ
クロファージおよび CD8＋T 細胞が活性化され、細胞性免疫が増強する (23, 33)。また、
このカスケード反応は Th1 細胞への分化を促進する一方で、IL-4 および GATA-
binding protein（GATA）-3 などの Th2 細胞への分化に関与する因子の働きを抑制す
ることで、Th2 細胞への分化を抑制することが明らかとなっている (23, 37, 38)。また、
Th2 細胞に関与する因子も Th1 細胞への分化を抑制する働きを有することが明らか
となっている。このように Th1 細胞および Th2 細胞は交差調節の関係にあるため、
それぞれに関与するサイトカインのバランスが、免疫応答を制御すると考えられて
いる (39)。Th1 細胞および Th2 細胞への分化、また、それによる免疫応答を解明する
にあたり、特異的に発現する T-bet および GATA-3 の発現動態の解析は、有用な手段
になると考えられている (35)。 
 
第四節 T-bet 
T-bet は T-box ファミリーに属し、T-box ファミリーに特異的な T-box DNA 結合ド
メインを有する転写因子である (40, 41, 42)。哺乳類において、T-box ファミリーは 5 つ
のサブファミリーからなり、17 遺伝子が同定されている。このうち T-bet は、T-brain1
サブファミリーに属する (42)。また、これまで哺乳類において CD4＋T 細胞、CD8＋T
細胞、B 細胞、単球、樹状細胞および NK 細胞において発現が確認されている。T-
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bet は Th0 細胞から Th1 細胞への分化を促進し、Th1 細胞においてシスエレメント
に結合することで IFN-γ 遺伝子の転写を活性化する (23, 38)。また T-bet は CD4＋T 細
胞、CD8＋T 細胞および NK 細胞の分化および活性を促進し、IFN-γ の産生を制御す
ることが明らかとなっている。この様な働きにより、細胞性免疫が増強される (40, 41, 
42, 43)。一方、Th1 細胞経路においては発現量が上昇するが、Th2 細胞経路においては
上昇しないことが明らかとなっている (39)。また、Th2 細胞への分化に関与する
GATA-3 と相互に作用し、Th2 細胞への分化を抑制することが明らかとなっている 
(23, 38)。 
魚類における T-bet は、ギンブナ（Carassius auratus langsdorfii） (42)、ニジマス (44)、
ゼブラフィッシュ（Danio rerio） (45)およびソウギョ（Ctenopharyngodon idellus） (34)
などにおいて同定されている。魚類 T-bet は末梢血白血球、頭腎および脾臓において
強い発現が確認されている。ギンブナ T-bet は、膜型 IgM－白血球において強く発現
し、ニジマス T-bet は、フィトヘマグルチニン（PHA）で T 細胞を刺激することによ
り、脾臓細胞における発現量が上昇したと報告されている。これらのことから、T-
bet は免疫機構に大きく関与し、T 細胞依存性の免疫において重要な役割を有すると
考えられている。また、Tetracapsuloides bryosalmonae に感染したニジマスおよびレ
オウイルスに感染したソウギョにおいて、T-bet の発現量は IFN-γ とともに上昇した
ことが報告されている。さらに、ワクチン接種後に細菌感染したニジマスにおいて
も発現量の上昇が明らかとなっている (23)。一方、T 細胞および T 細胞サブセットに
おける IFN-γ の発現に関する研究は、魚類においては行われていない (42)。 
 
第五節 GATA 
1.  GATA ファミリー 
脊椎動物における GATA ファミリーは、GATA-1 から GATA-6 までの 6 つから成
る。すべての GATA は、C 末端 Zn フィンガーおよび N 末端 Zn フィンガーの 2 つの
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Zn フィンガー（Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys）を有し、標的遺伝子のプロモーターに
存在する GATA エレメント（(A/T) GATA (A/G））に結合する (44, 46)。GATA-1、GATA-
2 および GATA-3 は造血に関与し、GATA-4、GATA-5 および GATA-6 は心臓発生お
よび心筋分化に関与する (47)。 
 
2.  GATA-1 
GATA-1 は赤血球、好酸球および肥満細胞において発現が確認されており、これら
の細胞の分化に関与する (48, 49)。GATA-1 において、C 末端 Zn フィンガーは GATA
エレメントの認識に重要であることから、GATA-1 の働きを決定づけることが明ら
かとなっている。一方、N 末端 Zn フィンガーは、赤血球分化の促進において重要で
あり、GATA エレメントへの特異的かつ安定的な結合を補助することが明らかとな
っている (50, 51)。 
赤血球の成熟は、赤芽球における GATA-1 の持続的な過剰発現により抑制される
(52)。また赤芽球の段階を経て GATA-1 の発現量は減少し (53)、この減少により GATA-
1 遺伝子の転写量も減少する (48, 54)。このことから、成熟が完了するまで GATA-1 の
発現が維持される必要はないと考えられている (55)。このように、赤血球の分化は
GATA-1 の発現動態に依存することから、近年ではアフリカツメガエル（Xenopus 
laevis）において、GATA-1 は造血器官誘導のマーカーとして使用されている (56)。
魚類ではゼブラフィッシュなどにおいて同定されており (56, 57)、ゼブラフィッシュ
も哺乳類と同様の造血様式を有していることから、GATA-1 が造血において重要な
役割を担うことが示唆されている (57)。 
 
3.  GATA-2 
GATA-2 は、造血幹細胞、骨髄系前駆細胞および肥満細胞前駆細胞において発現
が確認されており (58, 59)、これらの細胞の増殖および生存において重要な役割を有
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する (59, 60)。GATA-2 をノックアウトしたマウス（Mus musculus）は、胎生 11.5 日ま
でにすべて造血機能不全による貧血により死亡することが明らかとなっており、こ
のことからも GATA-2 は造血の初期段階において機能すると考えられている (61)。
GATA-2 遺伝子の転写は、IL-1 および TNFα などのサイトカインにより制御される
一方で (62)、GATA-2 自体がエンハンサーとして働き、プロモーターに結合すること
で転写が促進されることが明らかとなっている。また、赤血球分化に伴って GATA-
1 の発現量が上昇し、GATA-2 の発現が抑制されることから、GATA-1 と相互関係に
あると考えられている (63, 64)。GATA-2 は、造血幹細胞および前駆細胞を中心に発現
していることから、GATA-1 と同様に、アフリカツメガエルにおいて造血器官誘導
のマーカーとして使用されている。GATA-2 は個体発生の段階から発現が確認され
るが、発生初期は腹側外胚葉において、後に造血細胞および中枢神経系へと発現の
変遷が確認されている (56)。魚類はゼブラフィッシュなどにおいて同定されており 
(56)、哺乳類と同様に、分化した細胞において発現する GATA-1 に対して、造血幹細
胞および前駆細胞において発現が確認されること、造血細胞のみならず神経組織に
おいても発現が確認されることから、その機能は類似すると示唆されている (65)。 
 
4.  GATA-3 
GATA-3 は、1992 年にヒト T 細胞 cDNA ライブラリーより、T 細胞特異的転写因
子として初めて単離された (66)。主に成熟途上または成熟した T 細胞、NK 細胞およ
びナチュラルキラーT（natural killer T；NKT）細胞において発現が確認される (33, 67)。
Th2 細胞分化下では発現量が上昇し、一方 Th1 細胞分化下においては減少すること
が明らかとなっている。また、IL-4 および IL-13 などの Th2 細胞分化に関与するサ
イトカインの遺伝子のクロマチン修飾を担うことで産生を促進する一方で、IFN-γ 産
生を抑制することから、Th2 細胞への分化を促進するとともに Th1 細胞への分化を
抑制すると考えられている (23, 33, 68)。 
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魚類における GATA-3 は、ギンブナ (35)、ゼブラフィッシュ (69)、ソウギョ (34)、ニ
ジマス (44)およびタイセイヨウダラ（Gadus morhua L.） (70)などにおいて同定されて
いる。ニジマス GATA-3 は鰓、表皮および腸などの末梢組織において T-bet と比較し
て強い発現が、脾臓および頭腎などの免疫器官においては T-bet と同等の発現が確
認されている。また、T-bet と同様に PHA の刺激により脾臓細胞における発現量が
上昇したことから、活性化した T 細胞における発現が示唆されている (44)。LPS の
刺激により誘導される IL-6 の組換え体タンパク質接種により、チャイロマルハタ
（Epinephelus coioides） GATA-3 は IgM とともに発現量が上昇することが報告され
ていることから (23, 71)、魚類においても Th2 細胞分化に大きく関与すると考えられ
る。一方、病原微生物と GATA-3 発現動態の関係性についても研究されている。非
病原性細菌の接種に対して、ニジマス GATA-3 は接種 1 日後に対照区と比較して約
5 倍の発現上昇がみられた。一方、病原性細菌の接種に対して、T-bet と同様に発現
は抑制された。これらのことから、病原微生物は T-bet および GATA-3 の発現を抑制
することで、宿主の免疫応答を抑制していると示唆されている (23, 44, 70)。 
 
第六節 本研究の目的 
魚類は他の脊椎動物と似通った免疫機構を有するが、変温動物であることから水
温の影響を大きく受ける。これまでに水温が抗体産生に及ぼす影響に関する知見は
得られているものの、どのような分子に影響を及ぼすことにより免疫機構が制御さ
れているかについては不明である。そこで本研究では、実験対象魚としてヒラメを
用いて、不活化菌体接種に対して特異的に発現変動する免疫関連遺伝子を網羅的に
解析することにより、免疫関連遺伝子発現動態の調節に及ぼす水温の影響を解明す
ることを目的とする。この際、血清中抗体価および病原細菌接種後の生残率に及ぼ
す影響も合わせて検討する。さらに、哺乳類において造血に関与する GATA-1 およ
び GATA-2like、また Th1 細胞分化に関与する T-bet、Th2 細胞分化に関与する GATA-
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3 のタンパク質翻訳領域（ORF）を決定し、各組織における発現動態および不活化菌
体接種後の発現動態を解析する。これらにより、硬骨魚類における造血器官に及ぼ
す抗原の影響、また Th1 細胞および Th2 細胞の免疫応答の仕組みを解明することを
目的とする。 
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第二章 実験方法Ⅰ 
（ヒラメの T-bet および GATA 遺伝子の構造および発現解析） 
 
第一節 ヒラメ T-bet 遺伝子 cDNA のタンパク質翻訳領域の決定 
1. EST 配列の解析 
1-1. PCR およびアガロースゲル電気泳動 
当研究室が保有するヒラメのトランスクリプトームデータベースより得られた
EST 配列に目的とする DNA配列が存在するかどうかの確認を行った。本実験では、
ヒラメ健康個体の末梢血白血球における cDNA を PCR 反応の鋳型として用いた。1 
µl の cDNA 溶液に 0.1 µl の Ex Taq DNA polymerase（TaKaRa、日本）、2 µl の 10×PCR 
buffer（0.1 M Tris-HCl ［pH8.3］、0.5 M KCl および 15 mM MgCl2）、2 µl の 2 mM dNTP 
mixture（Fermentas、Lithuania）および 1 µl の各種プライマー（10 pmol/µl）を加え、
蒸留水で 20 µl に調整して PCR 反応液とした。なお、各種プライマーは EST 配列を
もとに作製し、Table 3 に示した。MyCycler（BIO-RAD、USA）を用いて、95 ℃で 5
分間、続いて 95 ℃で 30 秒間、55 ℃で 30 秒間、72 ℃で 1 分間を 1 サイクルとし
て 30 サイクル行い、72 ℃で 5 分間反応させた。反応終了後、PCR 産物を 1 ％のア
ガロースゲルを用いて電気泳動（100V、30 分間）し、DNA の増幅を確認した。 
 
1-2. カラムによる DNA 断片の精製 
増幅した PCR 産物は、GenEluteTM Agarose Spin Column（Promega、USA）を用い
て精製した。カラムをキット付属の 2 ml チューブに入れ、100 µl の TE buffer を加
えて 12,000 rpm で 10 秒間、室温で遠心分離後、新しい 2 ml チューブにカラムを移
した。1-1.で増幅を確認したバンドを切り出し、マイジェクター29 G 1 ml（Terumo、
日本）を用いて粉砕し、カラムに移した。15,000 rpm で 20 分間、4 ℃で遠心分離後、
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カラムを捨て、1 ml の 99 ％冷エタノールを加えて転倒混和した。氷上に 5 分間静
置後、15,000 rpm で 15 分間、4 ℃で遠心分離し、上清を除去した。これに 75 ％冷
エタノールを加えて、15,000 rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離した。遠心分離後、上
清を完全に除去し、乾燥後、15 µl の蒸留水に溶解した。 
 
1-3. ライゲーション反応 
3 µl の PCR 産物と 1 µl の pGEM®-T Easy Vector（Promega、USA）および 2 µl の
蒸留水を 0.6 ml チューブにとり、Ligation high（TOYOBO、日本）をその等量加えて
混和し、16 ℃で 2 時間反応させた。その後 0.1 倍量の酢酸ナトリウムを加え、さら
に 2.5 倍量の 99 ％冷エタノールを加えて転倒混和した。氷上に 5 分間静置後、15,000 
rpm で 15 分間、4 ℃で遠心分離し、上清を除去した。これに 75 ％冷エタノールを
加えて、15,000 rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離した。遠心分離後、上清を完全に除
去し、乾燥後、13 µl の蒸留水に溶解した。 
 
1-4. エレクトロポレーション用コンピテント細胞の作製 
5 ml の LB 液体培地（1 ％ tryptone、0.5 ％ yeast extract および 0.5 ％ NaCl）に
大腸菌 JM109 株（TaKaRa、日本）を植菌し、37 ℃で一晩振盪培養した。その培養
液を 400 ml の SOB 液体培地（2 ％ tryptone、0.5 ％ yeast extract、0.05 ％ NaCl お
よび 0.0186 ％ KCl）に加え、37 ℃で振盪培養した。30 分毎に 600 nm の波長にお
ける吸光度を測定した。吸光度が 0.5 から 0.6 に達するまで培養し、その後氷中へ移
して 30 分間冷却した。なお以後の操作はすべて氷上で行った。菌液を 4 ℃下で冷
却した遠心ボトルに移し、3,000×g で 10 分間、4 ℃で遠心分離し、上清を除去した。
10 ml の 10 ％グリセロールを加えて懸濁し、50 ml 遠沈管（コーニング、USA）に
移し、10 ％グリセロールで 50 ml に調整した。3,000×g で 10 分間、4 ℃で遠心分離
後、上清を除去した。この作業を 3 回繰り返し、3 ml の 10 ％グリセロールを加え
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てペレットを懸濁した。4 ℃下で冷却した 1.5 ml チューブに 50 µl ずつ分注し、使
用するまで - 80 ℃で保存した。 
 
1-5. コンピテント細胞のトランスフォーメーション 
 エレクトロポレーション法を用いてコンピテント細胞をトランスフォーメーショ
ンした。- 80 ℃で保存していたコンピテント細胞を氷上融解し、5 µl のライゲーシ
ョン産物を加え、30 分間氷上で静置した。混合液全量を 2 mm ギャップのキュベッ
トに移し、MicroPulser（BIO-RAD、USA）を用いて 200 Ω、25 µF、2.5 kV の条件で
エレクトロポレーションした。37 ℃に温めた 1 ml の SOC液体培地（2 ％ tryptone、
0.5 ％ yeast extract、0.05 ％ NaCl、0.0186 ％ KCl、2 mM MgCl2および 4 mM glucose）
をキュベットに加えてピペッティングにより静かに撹拌し、全量を 1.5 ml チューブ
に移して 37 ℃で 1 時間振盪培養した。その後、100 µl を LB/amp/IPTG/X-gal 平板培
地（20 µM Isopropyl thio-β-D-galactoside（IPTG）および 10 µl/ml 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D galactoside（X-gal）を含む LB/Amp 平板培地（1.5 ％ agar を含む LB 培
地および 0.01 ％ ampicillin））に塗沫し、37 ℃で一晩培養した。 
 
1-6. PCR スクリーニングによる陽性クローンの選択 
組換えプラスミドが導入された大腸菌のコロニーに 0.1 µl の rTaq DNA polymerase、
2 µl の 10×PCR buffer、2 µl の 2 mM dNTP mixture および 1 µl の各種プライマー（10 
pmol/µl、Table 4）を加え、蒸留水で 20 µl に調整して PCR 反応液とした。MyCycler
を用いて、94 ℃で 5 分間、続いて 94 ℃で 30 秒間、55 ℃で 30 秒間、72 ℃で 1 分
間を 1 サイクルとして 30 サイクル行い、72 ℃で 5 分間反応させた。反応終了後、
PCR 産物を 1 ％のアガロースゲルを用いて電気泳動（100V、12 分間）し、DNA の
増幅を確認した。 
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1-7. プラスミド DNA 抽出 
3 ml の LB/Amp 液体培地に大腸菌を植菌し、37 ℃で一晩振盪培養した。培養後、
菌液を 1.5 ml チューブに移し、6,000 rpm で 2 分間、室温で遠心分離し、上清を除去
した。100 ml の SolutionⅠ（50 mM D-glucose、25 mM Tris-HCl、10 mM EDTA）を加
えてボルテックスを用いて完全に懸濁させた。次に 200 µl の SolutionⅡ（2 % SDS、
0.4 N NaOH）を加えて穏やかに混合した。次に 150 ml の SolutionⅢ（3 M CH3COOK、
2 M CH3COOH）を加えて穏やかに混合し、5 分間氷上で静置した。その後、13,500 
rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離した。400 µl の上清を新しい 1.5 ml チューブに移
し、等量の PCI（フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：1）
を加えてボルテックスを用いて懸濁した。13,500 rpmで 10分間、4 ℃で遠心分離し、
300 µl の上清を回収後、1 ml の 99 ％冷エタノールを加えて転倒混和し、氷上に 10
分間静置した。次に 15,000 rpm で 15 分間、4 ℃で遠心分離し、上清を除去した。こ
れに 75 ％冷エタノールを加えて、15,000 rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離し、上清
を完全に除去した。50 µl の TE buffer に溶解させ、2 µl の RNase（終濃度 10 µl/ml）
を加え、37 ℃で 30 分間反応させた。反応後、35 µl の 20 ％ ポリエチレングリコ
ール（PEG）6,000 を加え、氷上で 30 分間静置し、13,500 rpm で 10 分間、4 ℃で遠
心分離した。上清除去後、75 ％冷エタノールを加えて、15,000 rpm で 10 分間、4 ℃
で遠心分離した。遠心分離後、上清を完全に除去し、30 µl の TE buffer にプラスミ
ド DNA を溶解した。DNA 濃度は吸光光度計 NanoDrop Lite（Thermo Fisher Scientific、
USA）を用いて測定した。 
 
1-8. DNA シークエンス解析 
 得られたプラスミド DNA のインサート配列を決定するために、DNA シークエン
ス解析を行った。解析には BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 
Biosystems、USA）を用いて、200 ng のプラスミド DNA を鋳型とした。1 µl の BigDye 
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Terminator Ready Reaction Mix（キットに添付）、3.5 µl の 5×BigDye Sequencing Buffer
（キットに添付）、1 µl の各種プライマー（6 pmol/µl、Table 4）を反応溶液に加え、
1 µl の鋳型プラスミド DNA 溶液を加えて蒸留水で 20 µl に調整した。PCR は 95 ℃
で 1 分間、続いて 95 ℃で 10 秒間、50 ℃で 5 秒間、60 ℃で 4 分間を 1 サイクルと
して 25 サイクル行った。反応終了後、PCR 産物を 1.5 ml チューブに移し、60 µl の
99 ％冷エタノールおよび 5 µl の 125 mM EDTA を加え、室温で暗所にて 15 分間静
置した。次に、15,000 rpm で 15 分間、4 ℃で遠心分離した。遠心分離後、上清を除
去し、60 µl の 75 ％冷エタノールを加えて、15,000 rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離
した。遠心分離後、上清を完全に除去し、3130 Genetic Analyzer（Applied Biosystems、
USA）を用いて各種プラスミドのインサート配列を決定した。 
 
第二節 ヒラメ GATA-1、GATA-2like および GATA-3 遺伝子の ORF の決定 
1.  EST 配列の解析 
第一節 1. と同様の方法で EST 配列の確認を行った。 
 
2.  3’-RACE PCR 法による塩基配列の決定 
2-1. RACE-Ready cDNA の作製 
ヒラメ GATA-1、GATA-2like および GATA-3 遺伝子の ORF 未知領域の決定には、
rapid amplification of cDNA ends（RACE）法を用いた。本実験では、SMARTerTM RACE 
cDNA Amplification Kit（Clontech Laboratories、USA）を用いて RACE-Ready cDNA を
作製し、試薬はすべてキット付属のものを使用した。なお、PBS 接種個体の末梢血
白血球における全 RNA を使用した。1 µg の全 RNA に 1 µl の 3’-CDS Primer A を加
え、蒸留水で 4.75 µl に調整した。これを恒温器（FastGene、日本）を用いて 72 ℃
で 3 分間反応させ、続いて 42 ℃で 2 分間反応させた。その後、14,000×g で 10 秒
間、室温で遠心分離した。これに 2 µl の 5×First-Strand Buffer、1 µl の 20 mM DTT、
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1 µl の 10 mM dNTP Mix、0.25 µl の RNase Inhibitor および 1 µl の SMARTScribeTM 
Reverse Transcriptase を室温にて加え、混合した。恒温器を用いて 42 ℃で 90 分間反
応させ、続いて 70 ℃で 10 分間反応させた。100 µl の Tricine-EDTA Buffer を加えて、
- 30 ℃で保存した。 
 
2-2. PCR およびアガロースゲル電気泳動 
本実験では、2-1. で作製した cDNA を PCR 反応の鋳型として用いた。1 µl の cDNA
溶液に 0.2 µl の Ex Taq DNA polymerase、5 µl の 10×PCR buffer、5 µl の 2 mM dNTP 
mixture、1 µl の遺伝子特異的プライマー（10 pmol/µl、Table 5）および 5 µl のキット
に添付されていた Universal primer A Mix（UPM：Clontech Laboratories、USA）を加
え、蒸留水で 50 µl に調整して PCR 反応液とした。MyCycler を用いて、94 ℃で 5
分間、続いて 94 ℃で 30 秒間、55 ℃で 30 秒間、72 ℃で 3 分間を 1 サイクルとし
て 30 サイクル行い、72 ℃で 5 分間反応させた。反応終了後、PCR 産物を 1 ％のア
ガロースゲルを用いて電気泳動（100V、10 分間）し、DNA の増幅を確認した。 
さらに、より特異的に増幅を行うために Nested PCR を行った。上記 PCR 産物を
10 倍希釈し、PCR 反応の鋳型として用いた。1 µl の cDNA 溶液に 0.2 µl の ExTaq 
DNA polymerase、5 µl の 10×PCR buffer、5 µl の 2 mM dNTP mixture、1 µl の遺伝子
特異的プライマ （ー10 pmol/µl、Table 5）および 5 µl のキットに添付されていた Nested 
Universal primer A （NUP：Clontech Laboratories、USA）を加え、蒸留水で 50 µl に調
整して PCR 反応液とした。MyCycler を用いて、94 ℃で 5 分間、続いて 94 ℃で 30
秒間、55 ℃で 30 秒間、72 ℃で 3 分間を 1 サイクルとして 30 サイクル行い、72 ℃
で 5 分間反応させた。反応終了後、PCR 産物を 1 ％のアガロースゲルを用いて電気
泳動（100V、20 分間）し、DNA の増幅を確認した。 
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2-3. カラムによる DNA 断片の精製 
 第一節 1-2. と同様の方法で増幅を確認したバンドを切り出し、PCR 産物の精製を
行った。 
 
2-4. ライゲーション反応 
第一節 1-3. と同様の方法で PCR 産物と pGEM®-T Easy Vector の連結反応を行っ
た。 
 
2-5. コンピテント細胞のトランスフォーメーション 
第一節 1-5. と同様の方法でコンピテント細胞をトランスフォーメーションさせ
た。 
 
2-6. PCR スクリーニングによる陽性クローンの選択 
 第一節 1-6. と同様の方法で PCR および電気泳動を行い、陽性クローンを確認し
た。なお、使用した各種プライマーは Table 4 に示した。 
 
2-7. プラスミド DNA 抽出 
 第一節 1-7. と同様の方法で大腸菌からプラスミド DNA を抽出した。DNA 濃度は
吸光光度計 NanoDrop Lite を用いて測定した。 
 
2-8. DNA シークエンス解析 
 第一節 1-8. と同様の方法で解析を行い、各種プラスミドのインサート配列を決定
した。 
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第三節 ヒラメ T-bet、GATA-1、GATA-2like および GATA-3 の構造解析 
 第一節および第二節で得られたヒラメ T-bet、GATA-1、GATA-2like および GATA-
3 cDNA の塩基配列をもとに、GENETYX-Ver.11.0.4（ゼネティックス、日本）を用い
て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 演 繹 し た 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 探 索 を SigalP
（ http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ ）、 ド メ イ ン の 探 索 を ExPASy
（http://www.expasy.org/tools/）を用いて行った。 
 
第四節 分子系統解析 
第一節で得られたヒラメ T-bet、GATA-1、GATA-2like および GATA-3 cDNA の塩
基配列を用いて、分子系統解析を行った。魚類または哺乳類のアミノ酸配列は NCBI 
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）より引用した（Table 1 および Table 2）。各配列は
GENETYX 内のソフトウェアである CLUSTAL W Ver.2 を用いてアライメントを行
い、MEGA6（http://www.megasoftware.net/mega.php）を用いて解析を行った。 
 
第五節 ヒラメ健康個体における遺伝子発現解析 
1.  試供魚、飼育方法およびサンプリング 
 本実験では日清マリンテック（愛知）より、約 5.8 g のヒラメ種苗を購入し、循環
式水槽（水槽 60 l を 8 本、濾過槽 200 l、水温 22 ℃）において飼育した。なお 1 日
1 回、魚体重の 1 ％量の黒潮フロート P-1（株式会社ヒガシマル、鹿児島）を給餌し
た。5 尾から脳、表皮、鰓、肝臓、脾臓、腎臓、腸および筋肉を採取し、500 µl の
RNAlater®（Ambion、USA）に浸漬して - 30 ℃で保存した。 
 
2.  サンプルからの全 RNA 抽出 
採取した組織を、1 ml の RNAiso（TaKaRa、日本）を分注した 2 ml マイクロチュ
ーブに入れた。次に POLYTRON System PT1200E ホモジナイザー（Kinematica AG、
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スイス）を用いて脾臓組織をホモジナイズし、200 µl のクロロホルムを加え、激し
く混合した後に室温で 3 分間静置し、15,000 rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離した。
遠心分離後、500 µl の上層を新しい 1.5 ml チューブに回収し、等量の 2-プロパノー
ルを加えて転倒混和し、室温で 10 分間静置した。静置後、15,000 rpm で 10 分間、
4 ℃で遠心分離し、上清を除去した。1 ml の DEPC 処理水で調製した 75 ％エタノ
ールを加えて、10,000 rpm で 5 分間、4 ℃で遠心分離した。遠心分離後、上清を完
全に除去し、20 µl の DEPC 処理水にペレットを溶解した。RNA 濃度は吸光光度計
NanoDrop Lite を用いて測定した。 
 
3.  全 RNA からの cDNA 合成 
cDNA 合成は High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems、
USA）を用いて行った。抽出した 0.5 µg の全 RNA を PCR チューブに分注し、2 µl 
の 10×RT Buffer（キットに添付）、0.8 µl の 25×dNTP Mix（100 mM）（キットに添付）、
2 µl の 10×RT Random Primers（キットに添付）、 1 µl の  MultiScribe Reverse 
Transcriptase（キットに添付）および 1 µl の RNase Inhibitor（キットに添付）を加え、
DEPC 処理水で 20 µl に調整した。その後 MyCycler を用いて、25 ℃で 10 分間、
37 ℃で 120 分間、続いて 85 ℃で 5 分間反応させた。ここへ 80 µl の蒸留水を加え
て、- 30 ℃で保存した。 
 
4.  半定量 PCR による各種遺伝子発現解析 
作製した 1 µl の cDNA 溶液に 0.1 µl の rTaq DNA polymerase、2 µl の 10×PCR 
buffer、2 µl の 2 mM dNTP mixture および 1 µl の各種プライマー（10 pmol/µl、Table 
6.）を加え、蒸留水で 20 µl に調整して PCR 反応液とした。MyCycler を用いて、95 ℃
で 5 分間、続いて 95 ℃で 30 秒間、60 ℃で 30 秒間、72 ℃で 30 秒間を 1 サイクル
として 30 サイクル行い、72 ℃で 5 分間反応させた。反応終了後、PCR 産物を 2 ％
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のアガロースゲルを用いて電気泳動（100V、11 分間）し、増幅を確認した。なお、
内在性コントロールとして elongation factor（EF）-1 α (72)を使用した。 
 
5.  定量 PCR による各種遺伝子発現解析 
作製した 2 µl の cDNA 溶液を MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate（Applied 
Biosystems、USA）に分注し、10 µl の THUNDERBIRD® SYBER qPCR Mix（TOYOBO、
日本）、0.6 µl の各種プライマー（10 pmol/µl、Table 6）および 0.4 µl の 50×ROX 
reference dye（キットに添付）を加え、蒸留水で 20 µl に調整した。7300 fast real time 
PCR system（Applied Biosystems、USA）にセットし、95 ℃で 1 分間、続いて 95 ℃
で 15 秒間、60 ℃で 1 分間を 1 サイクルとして 40 サイクル行い、95 ℃で 15 秒間、
60 ℃で 30 秒間、95 ℃で 15 秒間から成る Dissociation stage を加えた。また、デー
タ解析は 7300 system software version 1. 3. 1.（Applied Biosystems、USA）を用いて行
った。得られた Ct 値は、EF-1α (72)を内在性コントロールとして比較 Ct 法により解
析した。 
 
第六節 ホルマリン不活化菌体（FKC）接種時における遺伝子発現解析 
1.  Edwardsiella tarda および Streptococcus iniae FKC の調製 
研究室で保存されている供試菌 E. tarda strain 54 株および S. iniae ATCC29178 株を
ハートインフュージョン（Heart Infusion；HI）平板培地を用いて、25 ℃で 24 時間
培養した。これを 20 ml の HI 液体培地に接種し、25 ℃で 24 時間それぞれ振盪培養
した。培養菌液に終濃度 2 ％となるようにホルマリンを加え、4 ℃で一晩ゆっくり
撹拌して不活化した。不活化後、15 ml 遠沈管（コーニング、USA）に菌液を分注
し、10,000 rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離し、上清を除去した。集めた不活化菌体
を滅菌した PBS で 5 回遠心洗浄し、次いで滅菌した PBS を加えて完全に懸濁し、使
用まで 4 ℃で保存した。また、菌数計算により、調製した E. tarda FKC の菌数は
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4.5×1010 cfu/ml、S. iniae FKC の菌数は 3.8×109 cfu/ml であることを確認した。なお、
HI 平板培地 1 枚に、不活化菌液 100 µl を塗沫したものを 25 ℃で 24 時間培養し、
コロニーが形成されないことを確認した。 
 
2.  試供魚および飼育方法 
 本実験では日清マリンテックより、約 5.8 g のヒラメ種苗を購入し、循環式水槽
（水槽 60 l を 8 本、濾過槽 200 l、水温 22 ℃）において飼育した。なお 1 日 1 回、
魚体重の 1 ％量の黒潮フロート P-1 を給餌した。 
 
3.  E. tarda および S. iniae FKC 接種およびサンプリング 
 マイジェクター 29 G 0.5 ml（Terumo、日本）に、E. tarda FKC および S. iniae FKC
を充填し、腹腔内に 50 µl 接種した。接種後、上記の飼育方法で飼育した。接種前、
接種後 3、6 および 12 時間、1 および 3 日に 5 尾から脾臓を採取した。なお、接種
後 6 日目においては、脳、鰓、心臓、肝臓、腎臓、胃、腸、表皮および筋肉も採取
した。採取した組織は、500 µl の RNAlater®に浸漬し、- 30 ℃で保存した。 
 
4.  サンプルからの全 RNA 抽出 
第五節 2. と同様の方法で全 RNA 抽出をした。RNA 濃度は吸光光度計 NanoDrop 
Lite を用いて測定した。 
 
5.  全 RNA からの cDNA 合成 
第五節 3. と同様の方法で、抽出した 1 µg の全 RNA から cDNA を合成し、80 µl
の蒸留水を加えて、- 30 ℃で保存した。なお、本実験においては RNase Inhibitor を
使用せずに cDNA の合成を行った。 
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6.  半定量 PCR による各種遺伝子発現解析 
第五節 4. と同様の方法で、各種遺伝子の mRNA 蓄積量を半定量 PCR により定量
した。なお、使用した各種プライマーは Table 6 に示した。 
 
7.  定量 PCR による各種遺伝子発現解析 
 第五節 5. と同様の方法で、膜型 IgM、CD4 および CD8 遺伝子とともに各種遺伝
子の mRNA 蓄積量を定量 PCR により定量した。なお、使用した各種プライマーは
Table 6 に示した。 
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第三章 実験方法Ⅱ 
（病原微生物に対するヒラメの免疫応答に及ぼす水温の影響） 
 
第一節 Lactococcus garvieae FKC に対する初期免疫応答に及ぼす水温の影響 
1.  L. garvieae FKC の調製 
研究室で保存されている供試菌 L. garvieae KG9408 株を終濃度 0.2 ％となるよう
にグルコースを添加した HI 平板培地を用いて、25 ℃で 24 時間培養した。これを終
濃度 0.2 ％となるようにグルコースを添加した 5 ml の HI 液体培地に接種し、ボル
テックスを用いて懸濁した。その 1 ml の懸濁液を終濃度 0.2 ％となるようにグルコ
ースを添加した 100 ml の HI 液体培地に加え、25 ℃で 24 時間振盪培養した。培養
菌液に終濃度 0.3 ％となるようにホルマリンを加え、25 ℃で 48 時間ゆっくり撹拌
して不活化した。不活化後、50 ml 遠沈管に菌液を分注し、10,000 rpm で 15 分間、
4 ℃で遠心分離し、上清を除去した。集めた不活化菌体を滅菌した PBS で 5 回遠心
洗浄し、次いで滅菌した PBS を加えて完全に懸濁し、使用まで 4 ℃で保存した。ま
た、菌数計算により、調製した L. garvieae FKC の菌数は 7.0×109 cfu/ml であること
を確認した。なお、終濃度 0.2 ％となるようにグルコースを添加した HI 平板培地 2
枚に、不活化菌液 100 µl ずつを塗沫したものを 25 ℃で 7 日間培養し、コロニーが
形成されないことを確認した。 
 
2.  試供魚および飼育方法 
 本実験では日清マリンテックより、約 4.6 g のヒラメ種苗を購入した。200 l の水
槽を 15 ℃および 22 ℃に設定し、ヒラメをこれら 2 温区に分けて飼育し、7 日間温
度馴致させた。なお 1 日 1 回、黒潮フロート P-1 を給餌した。 
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3.  L. garvieae FKC 接種およびサンプリング 
 各温度における馴致 7 日後、L. garvieae FKC をマイジェクター 29 G 0.5 ml に充
填し、腹腔内に 50 µl 接種した。接種後、各温度において上記の飼育方法で飼育し
た。L. garvieae FKC 接種前、接種後 12 時間、1、3 および 7 日に各試験区 5 尾から
脾臓を採取した。採取した脾臓は、500 µl の RNAlater®に浸漬し、- 30 ℃で保存し
た。 
 
4.  サンプルからの全 RNA 抽出 
第一章 第五節 2. と同様の方法で全 RNA 抽出をした。RNA 濃度は吸光光度計
NanoDrop Lite を用いて測定した。 
 
5.  全 RNA からの cDNA 合成 
第一章 第五節 3. と同様の方法で、抽出した 2 µgの全 RNAから cDNAを合成し、
80 µl の蒸留水を加えて、- 30 ℃で保存した。なお、本実験においては RNase Inhibitor
を使用せずに cDNA の合成を行った。 
 
6.  定量 PCR による各種遺伝子発現解析 
第一章 第五節 4. と同様の方法で、定量 PCR により各種遺伝子の mRNA 蓄積量
を定量した。なお、内在性コントロールとして β-actin (73)を使用した。使用した各種
プライマーは Table 6 に示した。 
 
第二節 E. tarda FKC に対する初期免疫応答に及ぼす水温の影響 
1.  E. tarda FKC の調製 
研究室で保存されている供試菌 E. tarda strain 54 株を終濃度 2 ％となるように
NaCl を添加した HI 平板培地を用いて 25 ℃で 48 時間培養した。第一節 1. と同様
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の方法で、終濃度 2 ％となるように NaCl を添加した 100 ml の HI 液体培地を用い
て振盪培養し、ホルマリンにより不活化し、E. tarda FKC を調製した。菌数計算によ
り、調製した E. tarda FKC の菌数は 4.6×109 cfu/ml であることを確認した。 
 
2.  試供魚および飼育方法 
 本実験では日清マリンテックより、約 4.2 g のヒラメ種苗を購入した。200 l の水
槽を 15 ℃および 22 ℃に設定し、ヒラメをこれら 2 温区に分けて飼育し、7 日間温
度馴致させた。なお 1 日 1 回、魚体重の 1.5 ％量の黒潮フロート P-1 を給餌した。 
 
3.  E. tarda FKC 接種およびサンプリング 
 各温度における馴致 7 日後、E. tarda FKC をマイジェクター 29 G 0.5 ml に充填
し、腹腔内に 50 µl 接種した。接種後、各温度において上記の飼育方法で飼育した。
E. tarda FKC 接種前、接種後 3、6 および 12 時間、1、3、7 および 14 日に各試験区
5 尾ずつから脾臓を採取した。採取した脾臓は、500 µl の RNAlater®に浸漬し、       
- 30 ℃で保存した。 
 
4.  サンプルからの全 RNA 抽出 
第一章 第五節 2. と同様の方法で全 RNA 抽出をした。RNA 濃度は吸光光度計
NanoDrop Lite を用いて測定した。 
 
5.  全 RNA からの cDNA 合成 
第一章 第五節 3. と同様の方法で、抽出した 2 µgの全 RNAから cDNAを合成し、
80 µl の蒸留水を加えて、- 30 ℃で保存した。なお、本実験においては RNase Inhibitor
を使用せずに cDNA の合成を行った。 
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6.  定量 PCR による各種遺伝子発現解析 
 第一章 第五節 4. と同様の方法で、定量 PCR により各種遺伝子の mRNA 蓄積量
を定量した。なお、内在性コントロールとして β-actin (73)を使用した。なお、使用し
た各種プライマーは Table 6 に示した。 
 
第三節 E. tarda FKC に対する初期および獲得免疫応答に及ぼす水温の影響 
1.  E. tarda FKC の調製 
第二節 1. と同様の方法で、研究室で保存されている供試菌 E. tarda strain 54 株を
振盪培養し、ホルマリンにより不活化し、E. tarda FKC を調製した。菌数計算によ
り、調製した E. tarda FKC の菌数は 6.7×109 cfu/ml であることを確認した。 
 
2.  試供魚および飼育方法 
 本実験では日清マリンテックより、約 13 g のヒラメ種苗を購入した。200 l の水槽
を 15 ℃および 22 ℃に設定し、それぞれの温度区において E. tarda FKC 接種区と
PBS 接種区を設けた。これら 4 試験区にヒラメを分けて飼育し、12 日間温度馴致さ
せた。なお 1 日 1 回、魚体重の 1 ％量の黒潮フロート P-1 を給餌した。 
 
3.  マイクロアレイ法による網羅的な遺伝子発現解析 
3-1. E. tarda FKC 接種およびサンプリング 
 各温度における馴致 12 日後、E. tarda FKC または PBS をマイジェクター 29 G 0.5 
ml に充填し、腹腔内に 50 µl 接種した。接種後、各温度において上記の飼育方法で
飼育した。E. tarda FKC または PBS 接種前、接種後 6 時間、3、14 および 28 日に各
試験区 5 尾から脾臓および血液を採取した。採取した脾臓は、500 µl の RNAlater®
に浸漬し、- 30 ℃で保存した。一方、採取した血液は室温で 30 分間静置し、13,500 
rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分離した後、血清を回収し、- 80 ℃で保存した。 
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3-2. サンプルからの全 RNA 抽出 
第一章 第五節 2. と同様の方法で全 RNA 抽出をした。RNA 濃度は吸光光度計
NanoDrop Lite を用いて測定した。 
 
3-3. 全 RNA の精製 
RNeasy Mini Kit（QIAGEN、USA）を用いて抽出した全 RNA の精製を行った。抽
出した全 RNA に RNase free water（キットに添付）を加え、100 µl に調整した。350 
µl の Buffer RLT（キットに添付、Buffer RLT 1 ml に対して β-メルカプトエタノール
10 µl を添加）を加え、穏やかに混和した。次に 250 µl の RNase free 99 ％エタノー
ルを加え、ピペットでよく混和し、全量を 2 ml コレクションチューブにセッティン
グした RNeasy Mini スピンカラム（キットに添付）に移し、13,500 rpm で 30 秒間、
室温で遠心分離した。チューブ内のろ液を捨て、RNeasy スピンカラムに 500 µl の
Buffer RPE（キットに添付）を加え、5 分間室温で静置した。その後、13,500 rpm で
30 秒間、室温で遠心分離した。チューブ内のろ液を捨て、再び 13,500 rpm で 30 秒
間、室温で遠心分離し、スピンカラム・メンブレンを完全に乾燥した。次に RNeasy
スピンカラムに 500 µl の Buffer RPE を加え、13,500 rpm で 30 秒間、室温で遠心分
離した。さらに RNeasy スピンカラムに 500 µl の Buffer RPE を加え、13,500 rpm で
2 分間、室温で遠心分離した。RNeasy スピンカラムを新しい 2 ml コレクションチュ
ーブに移し、13,500 rpm で 1 分間、室温で遠心分離した。RNeasy スピンカラムを 1.5 
ml チューブ（キットに添付）に移し、30 µl の RNase free water を直接スピンカラム・
メンブレンに滴下し、1 分間室温で静置した。その後、13,500 rpm で 1 分間、室温で
遠心分離した。チューブ内のろ液をスピンカラム・メンブレンに滴下し、再び 13,500 
rpm で 1 分間、室温で遠心分離し、溶出した RNA を回収した。RNA 濃度は吸光光
度計 NanoDrop Lite を用いて測定した。 
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3-4. 精製した全 RNA からのラベル化 cRNA 合成 
 精製した全 RNA から Low Input Quick Amp Labeling Kit（Agilent Technologies、USA）
を用いて cDNA を合成した。試薬はすべてキット付属のものを使用した。Nuclease-
free water で調製した 1.5 µl の精製 RNA（200 ng/1.5 µl）に、2 µl の Spike-Mix 3rd希
釈液、0.8 µl の T7 Promoter Primers および 1 µl の Nuclease-free water を加え、よく混
和した。次に 65 ℃で 10 分間熱変性し、その後氷上で 5 分間冷却した。冷却したサ
ンプルに、2 µl の 5×First Strand Buffer、1 µl の 0.1 M DTT、0.5 µl の 10 mM dNTP お
よび 1.2 µl の Affinity Script RNase Block Mix を加え、ピペットでよく混和した後、
恒温器を用いて 40 ℃で 2 時間反応させた。その後、ウォーターバス（AS ONE、日
本）を用いて 70 ℃で 15 分間保温し、反応を停止した。合成した cDNA に 0.75 µl の
Nuclease-free water、3.2 µl の 5×Transcription Buffer、0.6 µl の 0.1 M DTT、1 µl の NTP 
mix、0.21 µl の T7 RNA Polymerase Blend および 0.24 µl の Cyanine3-CTP を加え、ピ
ペットで穏やかに混和した。遮光し、恒温器を用いて 40 ℃で 2 時間反応させた。 
 
3-5. cRNA の精製 
ラベル化した cRNA は RNeasy Mini Kit を用いて本節 3-3. と同様に精製し、20 µl
の Nuclease-free water に溶解させた。cRNA 濃度は吸光光度計 NanoDrop Lite を用い
て測定した。なお、本実験においては Buffer RLT に β-メルカプトエタノールを添加
せずに行った。 
 
3-6. ハイブリダイゼーション 
 ハイブリダイゼーション溶液は Agilent Gene Expression Hybridization Kit（Agilent 
Technologies、USA）を用いて作製した。試薬はすべてキット付属のものを使用した。
600 ng の精製した cRNA 溶液に、5 µl の 10×Blocking Agent および 1 µl の
25×Fragmentation Buffer を加え、Nuclease-free water で 25 µl に調整し、緩やかにボル
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テックスをして十分に撹拌した。遮光し、恒温器を用いて 60 ℃で 30 分間反応させ、
ただちに氷上で 1 分間冷却した。その後、25 µl の 2×GE Hybridization Buffer HI-RPM
を加え、ピペットを用いて穏やかに混和し、13,000 rpm で 1 分間、室温で遠心分離
した。遠心分離したハイブリダイゼーション溶液をチャンバーベースにセットした
ガスケットスライドの中央部分に滴下した。この際、1 アレイあたり 40 µl ずつ使用
した。次にマイクロアレイスライドをガスケットスライドにのせ、チャンバーカバ
ーをチャンバーベースの上にセットした。ハイブリダイゼーション溶液がスライド
ガスケットの全面に行き渡ることを確認した後、ハイブリダイゼーションオーブン
（Agilent Technologies、USA）内にセットし、10 rpm で 17 時間、65 ℃でハイブリダ
イゼーションさせた。 
 
3-7. アレイスライドの洗浄 
 ハイブリダイゼーションさせたスライドは Agilent Gene Expression Wash Buffer Kit
（Agilent Technologies、USA）を用いて洗浄した。Wash Buffer 1 に浸った状態でガス
ケットスライドとアレイスライドに分離し、アレイスライドをラックにセットした
後、新しい Wash Buffer 1 中で 1 分間撹拌洗浄した。次に、37 ℃の Wash Buffer 2 に
移して 1 分間撹拌洗浄した。 
 
3-8. アレイスライドのスキャン 
 アレイスライドをAgilent G2565CAマイクロアレイスキャナ（Agilent Technologies、
USA）にセットし、スキャンを行った。 
 
3-9. データ解析 
 スキャンによって得られたデータは Feature Extraction（Agilent Technologies、USA）
を用いて蛍光強度の数値化を行った。データ解析は GeneSpring GX 11.5（Agilent 
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Technologies、USA）を用いて行った。 
 
4.  定量 PCR による特異的発現遺伝子の解析 
4-1. 全 RNA からの cDNA 合成 
第一章 第五節 3. と同様の方法で、本節 3-2. において抽出した 2 µg の全 RNA か
ら cDNA を合成し、80 µl の蒸留水を加えて、- 30 ℃で保存した。なお、本実験にお
いては RNase Inhibitor を使用せずに cDNA の合成を行った。 
 
4-2. 定量 PCR による各種遺伝子発現解析 
 マイクロアレイ法の結果、発現変動がみられた CUST_441 および CUST_166 につ
いて blastx（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を用いて相同性検索を行い、さらに
mRNA 蓄積量を、定量 PCR により定量した。第一章 第五節 4. と同様の方法で行
い、内在性コントロールとして β-actin (73)を使用した。なお、使用した各種プライマ
ーは Table 7 に示した。 
 
5.  ヒラメ T-bet および GATA-3 の発現応答に及ぼす水温の影響 
第一章において ORF を決定したヒラメ T-bet および GATA-3 の発現応答に及ぼす
水温の影響を、CD4 および CD8 遺伝子の発現応答とともに定量 PCR により検証し
た。第一章 第五節 4. と同様の方法で行い、使用した各種プライマーは Table 6 に示
した。 
 
6.  E. tarda 特異的抗体の産生に関する解析 
6-1. 凝集試験による E. tarda 特異的抗体の抗体価測定 
第二節 1. と同様の方法で、研究室で保存されている供試菌 E. tarda strain 54 株を
振盪培養し、ホルマリンにより不活化し、E. tarda FKC を調製した。なお、菌数計算
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により、調製した E. tarda FKC の菌数は 6.5×109 cfu/ml であることを確認した。25 ml
の E. tarda FKC に 5 ml の CGP 染色液（2 ％ ポリビニルピロリドン、20 ％ クエン
酸、0.05 ％ クマジーブリリアントブルー）を加えてよく混和し、室温で 3 時間静
置して染色した。その後、9,000 rpm で 10 分間、室温で遠心分離し、上清を除去し
た。集めた CGP 染色 E. tarda FKC を滅菌した PBS で 3 回遠心洗浄し、計算上 3.3×1010 
cfu/ml となるように滅菌した PBS を加えて完全に懸濁した。 
次に、滅菌した PBS で E. tarda FKC 接種 28 日後における血清を 5 倍希釈し、さ
らに 2 倍ずつ段階希釈した血清を Corning® 96 Well EIA/RIA Easy WashTM Clear Flat 
Bottom Polystyrene High Bind Microplate（コーニング、USA）に 100 µl/well 加えた。
さらに CGP 染色 E. tarda FKC を 10 µl/well 加えてピペットで混和し、遮光して常温
で一晩反応させ、翌日に凝集の有無を確認した。 
 
6-2. ELISA による E. tarda 特異的抗体の抗体価測定 
第一節 1. と同様の方法で、研究室で保存されている供試菌 E. tarda strain 54 株を
振盪培養し、ホルマリンにより不活化し、E. tarda FKC を調製した。なお、菌数計算
により、調製した E. tarda FKC の菌数は 6.5×109 cfu/ml であることを確認した。 
E. tarda FKC を ImmulonTM Immunoassay Plate（Thermo Fisher Scientific、USA）に
100 µl/well 加え、4 ℃で一晩静置した。その後、上清を除去し、ブロッキング溶液
（3 ％ skim milk を含む PBS）を 200 µl/well 加え、室温で 1 時間静置した。静置後、
上清を除去し、ウォッシュ溶液（0.05 ％ Tween20 を含む PBS）を 100 µl/well 加え
て 3 回洗浄した。ブロッキング溶液で 80 倍に希釈した血清を 50 µl/well 加え、室温
で 1 時間静置した。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液を 100 µl/well 加えて 3
回洗浄した。次に、滅菌した PBS で 100 倍に希釈した Anti-Japanese flounder IgM 
monoclonal antibody（Aquatic Diagnostics、UK）を 100 µl/well 加え、室温で 1 時間静
置した。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液を 100 µl/well 加えて 3 回洗浄した。
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滅菌した PBS で 5,000 倍に希釈した Anti-mouse IgG (H&L) AP Conjugate（Promega、
USA）を 100 µl/well 加え、室温で 1 時間静置した。静置後、上清を除去し、ウォッ
シュ溶液を 100 µl/well 加えて 5 回洗浄した。次に 1 M diethanolamine buffer
（Phosphatase Substrate Tablet、9.7 ％ diethanolamide、0.104 ％ 1 M MgCl2を含む蒸
留水［pH 9.8］）を 100 µl/well 加え、室温で 15 分間反応させた。発色確認後、直ち
に 3 M NaOH を 50 µl/well 加えて反応を止めた。Multiskan FC 吸光マイクロプレー
トリーダ（Thermo Fisher Scientific、USA）を用いて 405 nm の波長における吸光度を
測定した。 
 
7.  E. tarda による感染試験 
 感染試験は本節 3-1. において、E. tarda FKC または PBS を接種し、4 試験区で飼
育した個体を 10 尾ずつ用いて行った。15 ℃および 22 ℃における 28 日間の飼育
後、各試験区を 7 日間かけて感染試験温度である 24 ℃に馴致させた。7.3×109 cfu/ml
に調製した E. tarda をマイジェクター 29 G 0.5 ml に充填し、腹腔内に 50 µl 接種し
た。接種した個体はすべて 24 ℃で飼育し、その後 14 日間経過を観察した。 
本試験では、試験開始後に死亡した個体の E. tarda 感染の有無について、PCR を
用いて診断を行った。火炎滅菌下で死亡個体を開腹して腎臓を露出させ、75 ％エタ
ノールで表面を消毒した後、火炎滅菌処理した白金耳を刺して腎臓を一部回収した。
終濃度 2 ％となるように NaCl を添加した HI 平板培地に回収した腎臓を塗抹し、
25 ℃で 24 時間培養した。得られたコロニーに 0.1 µl の rTaq DNA polymerase、2 µl 
の 10×PCR buffer、2 µl の 2 mM dNTP mixture および 1 µl の各種プライマー（10 
pmol/µl）を加え、蒸留水で 20 µl に調整して PCR 反応液とした。MyCycler を用い
て、95 ℃で 5 分間、続いて 95 ℃で 30 秒間、55 ℃で 30 秒間、72 ℃で 30 秒間を 1
サイクルとして 30 サイクル行い、72 ℃で 5 分間反応させた。反応終了後、PCR 産
物を 1 ％のアガロースゲルを用いて電気泳動（100V、12 分間）し、バンドの有無を
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確認した。なお、以上の PCR 条件は、Lan ら（2008）の E. tarda 検出用の簡易 PCR
診断を参考にし、プライマー配列もそれに準じた (74)。E. tarda 検出用プライマーの
配列は Table 8 に示した。 
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第四章 結果 
 
第一節 ヒラメの T-bet および GATA 遺伝子の構造および発現解析 
1.  ヒラメ T-bet 遺伝子の構造および発現解析 
1-1. ヒラメ T-bet 遺伝子 cDNA の ORF の決定および構造解析 
 ヒラメ T-bet 遺伝子 cDNA の ORF 全長は、1,857 bp であり、619 アミノ酸残基を
コードしていた（Fig. 1）。また、160 番目から 345 番目のアミノ酸は T-box DNA 結
合ドメインを有することが予測された（Fig. 2）。 
 
1-2.  ヒラメ T-bet 遺伝子の分子系統解析 
 魚類および哺乳類における T-bet および T-brain1 サブファミリーの全アミノ酸配
列を比較した結果、魚類 T-bet は哺乳類 T-bet とともに他の T-brain1 サブファミリー
とは異なるクラスターを形成した。その中で、ヒラメ T-bet は魚類 T-bet のクラスタ
ーに分類された（Fig. 3）。 
 
1-3.  健康個体におけるヒラメ T-bet 遺伝子の発現解析 
 半定量 PCR により解析した結果、鰓、脾臓、腎臓、腸、表皮および筋肉において
T-bet mRNA の蓄積が確認された。特に脾臓において顕著な mRNA の蓄積が確認さ
れた（Fig. 4A）。 
また、定量 PCR により解析した結果、肝臓における mRNA 蓄積量に対して、脾
臓において約 35 倍、鰓および腎臓において約 10 倍の mRNA の蓄積が確認された
（Fig. 4A）。 
 
1-4.  E. tarda および S. iniae FKC 接種時のヒラメ T-bet 遺伝子の発現解析 
半定量 PCR により解析した結果、E. tarda および S. iniae FKC による違いはみら
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れず、対象としたすべての組織において T-bet mRNA の蓄積が確認された。特に脾
臓および腎臓において顕著な mRNA の蓄積が確認された（Fig. 4B および 4C）。 
また、定量 PCR により解析した結果、肝臓における mRNA 蓄積量に対して、E. 
tarda FKC 接種魚は脾臓において約 56 倍、S. inae FKC 接種魚は脾臓において約 24
倍の mRNA の蓄積がそれぞれ確認された（Fig. 4B および 4C）。 
 
2.  ヒラメ GATA 遺伝子の構造および発現解析 
2-1. ヒラメ GATA-1 遺伝子 cDNA の ORF の決定および構造解析 
ヒラメ GATA-1 遺伝子 cDNA の ORF 全長は、1,278 bp であり、426 アミノ酸残基
をコードしていた（Fig. 5）。また、245 番目から 269 番目のアミノ酸は N 末端 Zn フ
ィンガードメインを、299 番目から 323 番目のアミノ酸は C 末端 Zn フィンガード
メインを有することが予測された（Fig. 6）。 
 
2-2.  ヒラメ GATA-2like 遺伝子 cDNA の ORF の決定および構造解析 
ヒラメ GATA-2like 遺伝子 cDNA の ORF 全長は、975 bp であり、325 アミノ酸残
基をコードしていた（Fig. 7）。また、277 番目から 301 番目のアミノ酸は Zn フィン
ガードメインを有することが予測された（Fig. 8）。 
 
2-3.  ヒラメ GATA-3 遺伝子 cDNA の ORF の決定および構造解析 
 ヒラメ GATA-3 遺伝子 cDNA の ORF 全長は、1,164 bp であり、388 アミノ酸残基
をコードしていた（Fig. 9）。また、261 番目から 285 番目のアミノ酸は N 末端 Zn フ
ィンガードメインを、315 番目から 339 番目のアミノ酸は C 末端 Zn フィンガード
メインを有することが予測された（Fig. 10）。 
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2-4.  ヒラメ GATA 遺伝子の分子系統解析 
 魚類および哺乳類における GATA-1、GATA-2 および GATA-3 の全アミノ酸配列を
比較した結果、それぞれ GATA-1、GATA-2 および GATA-3 のクラスターを形成した。
その中で、ヒラメ GATA-1、GATA-2like および GATA-3 はそれぞれ魚類 GATA-1、
GATA-2 および GATA-3 のクラスターに分類された（Fig. 11）。 
 
2-5. 健康個体におけるヒラメ GATA 遺伝子の発現解析 
半定量 PCR により解析した結果、GATA-1 は鰓、脾臓および腎臓において mRNA
の蓄積が確認された（Fig. 12A）。また、GATA-2like は脳、鰓、脾臓および腎臓にお
いて mRNA の蓄積が確認された。特に鰓において顕著な mRNA の蓄積が確認され
た（Fig. 13A）。また、GATA-3 は脳、鰓、脾臓、腎臓、腸、表皮および筋肉において
mRNA の蓄積が確認された（Fig. 14A）。 
 一方、定量 PCR により解析した結果、肝臓における mRNA 蓄積量に対して、GATA-
1は脾臓において約41倍（Fig. 12A）、GATA-2likeは鰓において約 1,709倍（Fig. 13A）、
GATA-3 は鰓において約 1,991 倍の mRNAの蓄積がそれぞれ確認された（Fig. 14A）。 
 
2-6.  E. tarda および S. iniae FKC 接種時のヒラメ GATA 遺伝子の発現解析 
 半定量 PCR により解析した結果、GATA-1 は E. tarda FKC 接種により鰓、心臓、
脾臓、腎臓、腸および表皮において mRNA の蓄積が確認された（Fig. 12B）。また、
S. iniae FKC 接種により鰓、脾臓、腎臓および表皮において mRNA の蓄積が確認さ
れた（Fig. 12C）。GATA-2like は E. tarda FKC 接種により脳、鰓、心臓、脾臓および
腎臓において mRNA の蓄積が確認された（Fig. 13B）。また、S. iniae FKC 接種によ
り脳、鰓および脾臓において mRNA の蓄積が確認された（Fig. 13C）。両試験区とも
に、特に鰓において顕著な mRNA の蓄積が確認された。GATA-3 は E. tarda FKC 接
種により脳、鰓および腎臓において mRNA の蓄積が確認された（Fig. 14B）。また、
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S. iniae FKC 接種により脳、鰓、心臓、脾臓、腎臓、胃、腸および表皮において mRNA
の蓄積が確認された（Fig. 14C）。 
 また、定量 PCR により解析した結果、肝臓における mRNA 蓄積量に対して、GATA-
1 は脾臓において E. tarda 接種により約 32 倍、S. iniae FKC 接種により約 28 倍の
mRNA の蓄積がそれぞれ確認された（Fig. 12B および 12C）。GATA-2like は鰓におい
て、E. tarda FKC 接種により約 921 倍、S. iniae FKC 接種により約 3,489 倍の mRNA
の蓄積がそれぞれ確認された（Fig. 13B および 13C）。GATA-3 は鰓において、E. tarda 
FKC 接種により約 1,572 倍、S. iniae FKC 接種により約 6,683 倍の mRNA の蓄積が
それぞれ確認された（Fig. 14B および 14C）。 
 
3.  E. tarda および S. iniae FKC 接種後の各種遺伝子の経時的発現解析 
 E. tarda および S. iniae FKC 接種後の脾臓における各種遺伝子 mRNA 蓄積量を
CD4-2、CD8α および膜型 IgM 遺伝子 mRNA 蓄積量とともに定量 PCR により経時的
に解析した。T-bet は、E. tarda および S. iniae FKC 接種により、ともに接種 12 時間
後に約 2 倍の有意な mRNA 蓄積量の減少が確認された（Fig. 15A）。GATA-3 は、E. 
tarda FKC 接種により接種 12 時間後に約 3 倍の有意な mRNA 蓄積量の減少が確認
されたが、S. iniae FKC 接種による有意な変動はみられなかった（Fig. 15B）。CD4-2
は、E. tarda FKC 接種により mRNA 蓄積量が増加する傾向がみられたが、S. iniae 
FKC 接種による有意な変動はみられなかった（Fig. 15C）。CD8α は、E. tarda FKC 接
種により接種 3 時間後に約 2 倍、接種 3 日後には約 4 倍の有意な mRNA の蓄積が確
認されたが、S. iniae FKC 接種による有意な変動はみられなかった（Fig. 15D）。膜型
IgM は、E. tarda および S. iniae FKC 接種による有意な変動はみられなかった（Fig. 
15E）。一方、GATA-1 は、E. tarda および S. iniae FKC 接種による有意な変動はみら
れなかった（Fig. 16A）。また、GATA-2like も E. tarda および S. iniae FKC 接種によ
る有意な変動はみられなかった（Fig. 16B）。 
39 
 
第二節 病原微生物に対するヒラメの免疫応答に及ぼす水温の影響 
1.  L. garvieae FKC に対する初期免疫応答に及ぼす水温の影響 
15 ℃および 22 ℃でヒラメを飼育し、L. garvieae FKC 接種後の脾臓における各種
免疫関連遺伝子の発現動態を定量 PCR により解析した。各遺伝子の mRNA 蓄積量
を β-actin の mRNA 蓄積量で補正し、L. garvieae FKC 接種前（day 0）のヒラメ 5 尾
における発現量を 1 とした時の相対値で示した。 
 IL-1β は、15 ℃および 22 ℃の両試験区において接種 12 時間後に有意な mRNA
の蓄積がみられ、15 ℃の試験区において約 102 倍、22 ℃の試験区において約 245
倍であった（Fig. 17A）。また、hepcidin も両試験区において接種 12 時間後に有意な
mRNA の蓄積がみられ、15 ℃の試験区において約 90 倍、22 ℃の試験区において
約 279 倍であった（Fig. 17C）。一方、IFN-γ は 15 ℃の試験区において、接種 12 時
間後に約 41 倍の有意な mRNA の蓄積がみられたが、22 ℃の試験区において有意な
変動はみられなかった（Fig. 17B）。IFN-γ の標的遺伝子である IRF-1 は、15 ℃およ
び 22 ℃の両試験区において接種 12 時間後に有意な mRNA の蓄積がみられ、15 ℃
の試験区において約 14 倍、22 ℃の試験区において約 4 倍であった（Fig. 17D）。ま
た、同様に IFN-γ の標的遺伝子である TAP-1 も、15 ℃および 22 ℃の両試験区にお
いて接種 12 時間後に有意な mRNA の蓄積がみられ、15 ℃の試験区において約 6
倍、22 ℃の試験区において約 5 倍であった（Fig. 17E）。 
 
2.  E. tarda FKC に対する初期免疫応答に及ぼす水温の影響 
15 ℃および 22 ℃でヒラメを飼育し、E. tarda FKC 接種後の脾臓における各種免
疫関連遺伝子の発現動態を定量 PCR により解析した。各遺伝子の mRNA 蓄積量を
β-actin の mRNA 蓄積量で補正し、E. tarda FKC 接種前（day 0）のヒラメ 5 尾におけ
る発現量を 1 とした時の相対値で示した。 
IL-1β は、15 ℃および 22 ℃の両試験区において接種 3 時間後に有意な mRNA の
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蓄積がみられ、15 ℃の試験区において約 325 倍、22 ℃の試験区において約 954 倍
であった（Fig. 18A）。また、hepcidinも両試験区において接種 3時間後に有意なmRNA
の蓄積がみられ、15 ℃の試験区において約 5 倍、22 ℃の試験区において約 111 倍
であった（Fig. 18C）。一方、IFN-γ は、15 ℃の試験区において接種 6 時間後に約 24
倍の有意な mRNA の蓄積がみられたのに対して、22 ℃の試験区において接種 3 時
間後に約 45 倍の有意な mRNA の蓄積がみられた（Fig. 18B）。IRF-1 は、15 ℃およ
び 22 ℃の両試験区において接種 3 時間後に約 5 倍の有意な mRNA の蓄積がみられ
た（Fig. 18D）。TAP-1 は、15 ℃の試験区において接種 6 時間後に約 4 倍の有意な
mRNA の蓄積がみられたのに対して、22 ℃の試験区において接種 3 時間後に約 2
倍の有意な mRNA の蓄積がみられた（Fig. 18E）。 
 
3.  E. tarda FKC に対する初期および獲得免疫応答に及ぼす水温の影響 
3-1. マイクロアレイ法による網羅的な遺伝子発現解析 
15 ℃および 22 ℃でヒラメを飼育し、E. tarda FKC 接種後の脾臓における各種免
疫関連遺伝子の発現動態をマイクロアレイ法により解析した。 
E. tarda FKC および PBS 接種区における遺伝子発現強度を、すべての試験区にお
ける接種前の個体の発現強度と比較したところ、22 ℃の FKC 接種区において接種
6 時間後に 156 遺伝子が 4 倍以上の発現変動を示した（Fig. 19）。これらのうち、87
遺伝子は発現量が増加し、69 遺伝子は発現量が減少していた。また、発現量が増加
した遺伝子群のうち、CUST_441 および CUST_166 について相同性検索を行った結
果、それぞれゼブラフィッシュの Endoplasmic reticulum aminopeptidase 2（ERAP2）
と 66 ％、ヒラメの Interferon regulatory factor 10（IRF-10）と 100 ％の相同性を示し
た。ERAP2 および IRF-10 の mRNA 蓄積量を定量 PCR により解析したところ、両遺
伝子ともに 22 ℃の FKC 接種区において接種 6 時間後に有意な mRNA の蓄積がみ
られ、マイクロアレイ解析の結果と一致した（Fig. 20A および 20B）。 
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3-2. ヒラメ T-bet および GATA-3 の発現応答に及ぼす水温の影響 
15 ℃および 22 ℃でヒラメを飼育し、E. tarda FKC 接種後の脾臓におけるヒラメ
T-bet および GATA-3、また CD4-2 および CD8α の発現動態を定量 PCR により解析
した。各遺伝子の mRNA 蓄積量を β-actin の mRNA 蓄積量で補正し、E. tarda FKC
接種前（day 0）のヒラメ 5 尾における発現量を 1 とした時の相対値で示した。 
T-bet は、15 ℃および 22 ℃の FKC 接種区において接種 3 日後に約 3 倍の有意な
mRNA 蓄積量の減少がみられた（Fig. 21A）。GATA-3 は、15 ℃の FKC 接種区にお
いて接種 3 日後に約 2 倍の有意な mRNA 蓄積量の減少がみられたが、22 ℃の FKC
接種区においては有意な変動はみられなかった（Fig. 21B）。一方、CD4-2 は、22 ℃
の FKC 接種区において接種 14 日後に約 2 倍の有意な mRNA 蓄積量の増加が確認さ
れたが、15 ℃の FKC 接種区においては有意な変動はみられなかった（Fig. 21C）。
CD8α は、15 ℃の FKC 接種区において接種 6 時間後に約 2 倍の有意な mRNA 蓄積
量の減少がみられたが、22 ℃の FKC 接種区において有意な変動はみられなかった
（Fig. 21D）。 
 
3-3. 凝集試験による E. tarda 特異的抗体の抗体価測定 
15 ℃および 22 ℃でヒラメを飼育し、E. tarda FKC 接種 28 日後における血清中抗
体価を凝集試験により測定した。15 ℃および 22 ℃の FKC 接種区において、試験
した 5 尾すべてに 5 倍希釈の血清で陽性反応がみられた（Table 9）。15 ℃の FKC 接
種区は、40 倍希釈の血清で 5 尾のうち 4 尾で陽性反応がみられた。22 ℃の FKC 接
種区は最も高い凝集抗体価を示し、320 倍希釈の血清で 5 尾のうち 3 尾で陽性反応
がみられた。一方、PBS 接種区においては、いずれの希釈段階においても陽性反応
はみられなかった。 
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3-4. ELISA による E. tarda 特異的抗体の抗体価測定 
15 ℃および 22 ℃でヒラメを飼育し、E. tarda FKC 接種 6 時間、3 日、14 日およ
び 28 日後における血清中抗体価を ELISA により測定した。15 ℃の FKC 接種区は、
接種 28 日後において有意な抗体価の上昇がみられたのに対して、22 ℃の FKC 接種
区は、接種 14 日および 28 日後において有意な抗体価の上昇がみられた（Fig. 22A）。
一方、PBS 接種区は有意な抗体価の上昇はみられなかった（Fig. 22B）。 
 
3-5. E. tarda 感染試験による感染防御能の検討 
15 ℃および 22 ℃における 28 日間の飼育後、各試験区を感染試験温度である
24 ℃に馴致させ、E. tarda による感染試験を行った。15 ℃の FKC 接種区は E. tarda
接種 5 日後から死亡がみられ、最終生残率は 0 ％となった（Fig. 23）。22 ℃の FKC
接種区は E. tarda 接種 8 日後から死亡がみられ、最終生残率は 30％となった。一
方、15 ℃の PBS 接種区は E. tarda 接種 2 日後から、また 22 ℃の PBS 接種区は E. 
tarda 接種 0 日後から死亡がみられ、最終生残率はそれぞれ 0 ％および 40 ％とな
った。 
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第五章 考察 
 
第一節 ヒラメ T-bet 遺伝子の構造および発現解析 
 本研究では、哺乳類において Th1 細胞分化に関与する T-bet について硬骨魚類に
おける知見を得るため、ヒラメ T-bet の ORF を決定し、各組織における発現動態お
よび不活化菌体接種後の発現動態の解析を行った。 
 ヒラメ T-bet は、T-box ファミリーに特異的な T-box DNA 結合ドメインを有してい
た。また、分子系統解析の結果、哺乳類 T-bet および魚類 T-bet により形成された T-
bet のクラスターに分類された。これらのことから、ヒラメ T-bet は哺乳類 T-bet の
分子相同種であることが明らかとなった。 
ヒラメ T-bet は、主に脾臓において mRNA の蓄積が確認された。また、E. tarda お
よび S. iniae FKC 接種時においても同様に主に脾臓において mRNA の蓄積が確認さ
れた。ギンブナ T-bet は、健康個体において脾臓および末梢血白血球において発現す
ることが明らかとなっている (42)。また、ニジマス T-bet は、脾臓および頭腎におい
て発現することが明らかとなっている (44)。ヒラメ T-bet は、他魚種と同様に主に脾
臓において発現が認められたことから、魚類 T-bet の働きは魚種によらず保存され
ていることが示唆された。また、ヒラメ T-bet は脾臓に次いで腎臓においても発現が
認められたことから、末梢血においても発現することが示唆された。一方、哺乳類
であるヒト（Homo sapiens）T-bet およびマウス T-bet は、免疫中枢器官である胸腺お
よび脾臓において発現し、Th0 細胞から Th1 細胞への分化を促進することが明らか
となっている (40)。ヒラメ T-bet および他魚種 T-bet の発現が確認された脾臓は、魚
類においてリンパ様組織である (1)。これらのことから、ヒラメ T-bet は哺乳類 T-bet
と同様にリンパ球において発現し、T 細胞による免疫応答に関与することが示唆さ
れた。 
一方、E. tarda および S. iniae FKC 接種 12 時間後に約 2 倍の有意な mRNA 蓄積量
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の減少が確認された。ニジマスの脾臓細胞を LPS で 4 時間刺激すると、ニジマス T-
bet の mRNA 蓄積量は減少することが明らかとなっている (44)。病原微生物のシグナ
ルを受け、脾臓細胞においては一時的にニジマス T-bet の発現が抑制されており、こ
の抑制はマクロファージや樹状細胞におけるニジマス T-bet の発現量抑制によるも
のであると示唆されている。また、Yersinia ruckeri 感染後もニジマス T-bet の mRNA
蓄積量の減少が確認されており、T-bet の mRNA 蓄積量の減少は、病原微生物が宿
主の免疫応答を抑制するために引き起こされているものであると示唆されている。
これらのことから、ヒラメにおいても T-bet は病原微生物の侵入により免疫応答抑
制の影響を受け、発現量が減少することが示唆された。一方、E. tarda FKC 接種によ
り CD8α の mRNA 蓄積量は増加した。このことから、ヒラメ T-bet の発現は抑制さ
れるが、その抑制は Th1 細胞による免疫応答に顕著な影響を及ぼすものではないと
示唆された。 
本研究で使用した E. tarda は細胞内寄生細菌であることから、生菌接種により細
胞性免疫が強く誘導されると考えられる。不活化菌体の接種は主に液性免疫を誘導
することから、本研究結果と生菌接種による応答を比較することで、T 細胞分化に
おけるヒラメ T-bet の関わりが明らかとなると考えられる。 
 
第二節 ヒラメ GATA 遺伝子の構造および発現解析 
 本研究では、哺乳類において造血に関与する GATA-1 および GATA-2、また Th2 細
胞分化に関与する GATA-3 について硬骨魚類における知見を得るため、ヒラメ
GATA-1、GATA-2like および GATA-3 の ORF を決定し、各組織における発現動態お
よび不活化菌体接種後の発現動態の解析を行った。 
 
1．ヒラメ GATA-1 遺伝子の構造および発現解析 
ヒラメ GATA-1 は、GATA ファミリーに特異的な Zn フィンガードメインを 2 つ有
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していた。また、分子系統解析の結果、哺乳類 GATA-1 および魚類 GATA-1 により
形成された GATA-1 のクラスターに分類された。これらのことから、ヒラメ GATA-
1 は哺乳類 GATA-1 の分子相同種であることが明らかとなった。 
ヒラメ GATA-1 は、主に脾臓において mRNA の蓄積が確認された。また、E. tarda
および S. iniae FKC 接種時においても同様に主に脾臓において mRNA の蓄積が確認
された。哺乳類において、GATA-1 は赤血球において発現することが明らかとなって
いる (48, 49)。また、ゼブラフィッシュ GATA-1 は造血において重要な役割を担うこと
が示唆されている (57)。ヒラメ GATA-1 の発現が確認された脾臓は、魚類において造
血器官であり、特に赤血球の造血に関与する (75)。これらのことから、ヒラメ GATA-
1 は、哺乳類 GATA-1 と同様に赤血球において発現し、造血に関与することが示唆
された。 
一方、E. tarda および S. iniae FKC 接種による mRNA 蓄積量の有意な変動はみら
れなかった。哺乳類において GATA-1 は主に造血に関与し、赤血球の分化を促進す
ることから、ヒラメにおいても免疫応答への関与の可能性は低いことが示唆された。 
 
2．ヒラメ GATA-2like 遺伝子の構造および発現解析 
 ヒラメ GATA-2like は、GATA ファミリーに特異的な Zn フィンガードメインを 1
つ有していた。また、他種 GATA-2 と比較して ORF 全長は短かった。分子系統解析
の結果、哺乳類 GATA-2 および魚類 GATA-2 により形成された GATA-2 のクラスタ
ーに分類された。脊椎動物および多くの無脊椎動物における GATA は、Zn フィンガ
ードメインを 2 つ有するのに対して、真菌における GATA は 1 つのみ有し、種によ
り有する Zn フィンガードメインの数は異なることが明らかとなっている (76)。ま
た、GATA ファミリーにおいて C 末端 Zn フィンガードメインは分子進化によらず
保存されていることが明らかとなっている (77)。これらのことから、ヒラメ GATA-
2like は哺乳類 GATA-2 の分子相同種であるが、C 末端 Zn フィンガードメインのみ
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を有し、機能は哺乳類と異なることが示唆された。一方、GATA-1 のドメイン構造お
よび機能は明らかとなっているが、GATA-2 における知見は乏しい状況にある (63)。
GATA-2 において、C 末端 Zn フィンガードメインは、細胞周期および造血に関与す
る転写因子である C/EBPA (78)と相互に作用するが、DNA への結合および核内分布に
は必要でないと報告されている (79)。このことから、ヒラメ GATA-2like は細胞周期
および造血に関与することが示唆されるが、他種の脊椎動物とドメイン構造が異な
ることから、詳細な機能解析が必要であると考えられる。 
ヒラメ GATA-2like は、主に鰓において mRNA の蓄積が確認された。また、E. tarda
および S. iniae FKC 接種時においても同様に主に鰓において mRNA の蓄積が確認さ
れた。ヒラメ GATA-2like の発現が確認された鰓は、魚類において粘膜内リンパ器官
であるとともに、呼吸器官である (80)。鰓では絶えず水と血液の間でガス交換が行わ
れており、赤血球は細胞質中に血色素ヘモグロビンを含有し、酸素運搬の中心的役
割を担う (75, 80)。哺乳類において、分化した細胞において発現する GATA-1 に対し
て、GATA-2 は造血幹細胞および前駆細胞において発現が確認され、細胞の増殖およ
び生存において重要な役割を有する (58, 59, 65)。また、赤血球生成過程において、GATA-
2 の発現量は次第に減少することも確認されている (63)。これらのことから、ヒラメ
GATA-2like は赤血球の生存に関与することが示唆された。赤血球が酸素運搬を行う
にあたり、細胞の生存は不可欠であり、ヒラメ GATA-2like は細胞の生存に関与する
ことで赤血球の働きを補助することが示唆された。 
一方、E. tarda および S. iniae FKC 接種による mRNA 蓄積量の有意な変動はみら
れなかった。哺乳類において GATA-2 は主に造血に関与し、血球の分化を促進する
ことから、ヒラメにおいても免疫応答への関与の可能性は低いことが示唆された。 
 
3．ヒラメ GATA-3 遺伝子の構造および発現解析 
 ヒラメ GATA-3 は、GATA ファミリーに特異的な Zn フィンガードメインを 2 つ有
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していた。また、C 末端 Zn フィンガードメインより下流のアミノ酸配列は他種
GATA-3 と異なっていた。一方、分子系統解析の結果、哺乳類 GATA-3 および魚類
GATA-3 により形成された GATA-3 のクラスターに分類された。哺乳類 GATA-3 に
おいて、C 末端 Zn フィンガードメインは DNA 結合に直接的に必要であるのに対し
て、N 末端 Zn フィンガードメインは他の核タンパク質と相互に作用することで、
DNA と C 末端 Zn フィンガードメイン間の相互作用を安定させる働きを有すること
が明らかとなっている (67)。また、近年では、C 末端 Zn フィンガードメインのすぐ
下流に存在する YxKxHxxxRP 配列が DNA 結合に必要であり、Th2 細胞への分化を
補助していることが明らかとなっている。さらに、この YxKxHxxxRP 配列において、
1 アミノ酸の変異により GATA-3 の働きの多くが失われることが明らかとなってい
る (81)。ヒラメ GATA-3 は、この YxKxHxxxRP 配列において、RP が NK に変異して
いた。R は DNA 結合において重要なアミノ酸であり、また P は GATA-3 のタンパ
ク質構造の保定において重要なアミノ酸であることが明らかとなっている (81)。こ
れらのことから、ヒラメ GATA-3 は哺乳類 GATA-3 の分子相同種であり、同様に DNA
結合能を有するが、その結合能は哺乳類と比較して低いものであることが示唆され
た。 
ヒラメ GATA-3 は、主に鰓において mRNA の蓄積が確認された。また、E. tarda お
よび S. iniae FKC 接種時においても同様に主に鰓において mRNA の蓄積が確認され
た。ギンブナ GATA-3 は、健康個体において主に脳、胸腺および鰓において発現す
ることが明らかとなっている (35)。ニジマス GATA-3 は、主に脳および鰓において発
現することが明らかとなっている (44)。また、タイセイヨウダラ GATA-3 は、主に鰓
において発現することが明らかとなっている (70)。ヒラメ GATA-3 は、他魚種と同様
に主に鰓において発現が認められ、また次いで脳においても発現が認められたこと
から、魚類 GATA-3 の働きは魚種によらず保存されていることが示唆された。一方、
ヒト GATA-3 は、成熟途上または成熟した T 細胞、NK 細胞および NKT 細胞におい
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て発現し、Th0 細胞から Th2 細胞への分化を促進することが明らかとなっている (33, 
67)。ヒラメ GATA-3 および他魚種 GATA-3 の発現が主に確認された鰓は、魚類にお
いて粘膜内リンパ組織である (82)。また、コイにおいて、鰓には多くの T 細胞が分布
することが明らかとなっている (83)。これらのことから、ヒラメ GATA-3 は哺乳類
GATA-3 と同様に T 細胞において発現し、T 細胞による免疫応答に関与することが
示唆された。 
一方、E. tarda FKC 接種 12 時間後に約 3 倍の有意な mRNA 蓄積量の減少が確認
された。ゼブラフィッシュの脾臓を LPS で 4 時間刺激すると、ゼブラフィッシュ
GATA-3 の mRNA 蓄積量は減少することが明らかとなっている (45)。また、ニジマ
スの脾臓細胞を同様に刺激した場合も、ニジマス GATA-3 の mRNA 蓄積量は減少す
ることが明らかとなっている (44)。Y. ruckeri 感染後もニジマス GATA-3 の mRNA 蓄
積量の減少が確認されており、病原微生物が宿主の免疫応答を抑制するために、マ
クロファージや樹状細胞におけるニジマス GATA-3 の発現を抑制するため、GATA-
3 の mRNA 蓄積量は減少すると示唆されている。これらのことから、ヒラメ GATA-
3 は病原微生物の侵入により免疫応答抑制の影響を受け、発現量が減少することが
示唆された。一方、E. tarda FKC 接種による IgM の mRNA 蓄積量の有意な変動はみ
られなかった。このことから、ヒラメ GATA-3 の発現は抑制されるが、その抑制は
Th2 細胞による免疫応答に顕著な影響を及ぼすものではないと示唆された。 
 
第三節 病原微生物に対するヒラメの免疫応答に及ぼす水温の影響 
本研究では、免疫関連遺伝子発現動態の調節に及ぼす水温の影響を解明するため、
実験対象魚としてヒラメを用いて、不活化菌体接種に対して特異的に発現変動する
免疫関連遺伝子の網羅的な解析を行った。さらに、血清中抗体価の測定および感染
試験を行い、獲得免疫成立に及ぼす影響についても合わせて検討した。 
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1．病原微生物に対するヒラメの初期免疫応答に及ぼす水温の影響 
15 ℃または 22 ℃で飼育したヒラメの L. garvieae FKC 接種後の脾臓における各
種免疫関連遺伝子の発現動態は、遺伝子により異なっていた。IL-1β および IL-1β の
標的遺伝子である hepcidin は、両試験区ともに接種 12 時間後に有意な mRNA の蓄
積がみられた。IFN-γ は 15 ℃の試験区において接種 12 時間後に有意な mRNA の蓄
積がみられたのに対して、22 ℃の試験区において有意な変動はみられなかった。こ
れらのことから、水温は IFN-γ の発現応答に影響を及ぼすことが示唆された。一方、
IFN-γ の標的遺伝子である IRF-1 および TAP-1 は、両試験区ともに接種 12 時間後に
有意な mRNA の蓄積がみられた。哺乳類において、IRF-1 は主に IFN-γ により誘導
されるが、TNF-α、IFN-α および IFN-β によっても誘導されることが明らかとなって
いる (84, 85)。また、哺乳類において、TAP-1 は主に IFN-γ により誘導されるが、p53、
IFN-α および IFN-β によっても誘導されることが明らかとなっている (86, 87)。魚類に
おいても、ニジマスのマクロファージ様細胞系において、IFN-γ 組換え体タンパク質
の刺激により、IRF-1 および TAP-1 は誘導されたことが報告されている (10)。22 ℃
の試験区において、IFN-γ の mRNA 蓄積量は有意な変動がみられなかったものの、
IRF-1 および TAP-1 は有意な mRNA の蓄積がみられたことから、これら 2 つの遺伝
子の mRNA の蓄積は IFN-γ 以外の因子によって誘導されたことが示唆された。一方
で、主に IFN-γ により誘導されることから、IFN-γ の mRNA 蓄積量は接種 12 時間以
前に有意に増加していたことが示唆された。 
また、15 ℃または 22 ℃で飼育したヒラメの E. tarda FKC 接種後の脾臓における
各種免疫関連遺伝子の発現動態も、遺伝子により異なっていた。IL-1βおよび hepcidin
は、両試験区ともに接種 3 時間後に有意な mRNA の蓄積がみられた。一方、IFN-γ
は 15 ℃の試験区において接種 6 時間後に、22 ℃の試験区において接種 3 時間後に
有意な mRNA の蓄積がみられた。これらのことから、IFN-γ は 22 ℃において 15 ℃
と比較して早い段階で発現変動することが示唆された。ニジマスにおいて、Y. ruckeri 
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FKC 接種後の脾臓における IFN-γ の mRNA 蓄積量は、5 ℃で接種 24 時間後、15 ℃
で接種 8 時間後、25 ℃で接種 4 時間後に有意に増加し、IFN-γ は水温の上昇に伴い
より早い段階で発現変動することが明らかとなっている (88)。IFN-γ は T 細胞、NK
細胞および B 細胞において産生される (21, 22)。ニジマスにおいて、マクロファージ
の呼吸バースト活性は、IFN-γ 組換え体タンパク質接種により高められたことが報
告されている (89)。これらのことから、水温上昇に伴い、より早い段階で IFN-γ が T
細胞などから産生され、マクロファージの貪食能も早期に活性化されることが示唆
された。TAP-1 は、抗原提示においてペプチドの取り込みを効率よく行うことで
MHCⅠの働きに貢献することが明らかとなっており (10, 26, 27)、自然免疫と獲得免疫
の橋渡しの際に重要な役割を果たす。本研究において、IRF-1 および TAP-1 も IFN-
γ と同様の発現動態を示したことから、水温の上昇は抗原提示を早期化することが
示唆された。 
 
2．病原微生物に対するヒラメの初期免疫関連遺伝子発現応答の網羅的な解析 
 水温により異なる発現変動を示す遺伝子を網羅的に調べるために、マイクロアレ
イ法により解析した。E. tarda FKC および PBS 接種区における遺伝子発現強度を、
すべての試験区における接種前の個体の発現強度と比較したところ、22 ℃の FKC
接種区において接種 6 時間後に発現変動を示す遺伝子群が明らかとなった。また、
発現上昇した遺伝子群には、ゼブラフィッシュの ERAP2 およびヒラメの IRF-10 と
相同性を示す遺伝子が含まれていた。 
10 ℃または 16 ℃で飼育したタイセイヨウダラに対して、 polyriboinosinic 
polyribocytidylic acid（poly(I:C)）を接種すると、脾臓において IRF-1 および retinoic 
acid inducible gene-I などの IFN 関連遺伝子群の発現変動がみられることがマイクロ
アレイ法により明らかとなっている (32)。その遺伝子群は、10 ℃における接種 6 時
間後の発現強度は、対照区の発現強度と類似しているのに対して、16 ℃における接
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種 6 時間後の発現強度は、10 ℃における接種 24 時間後の発現強度と類似していた。
また、同様に飼育したタイセイヨウダラに対して、Aeromonas salmonicida 不活化菌
体を接種すると、poly(I:C) 接種時のように明らかな変動ではないものの、IRF-1 な
どの IFN 関連遺伝子において 2 つの温度間で発現変動の違いがみられた (90)。本研
究で 22 ℃の FKC 接種区において接種 6 時間後に発現変動を示した ERAP2 は、ヒ
トにおいて、相同遺伝子である ERAP1 とともに抗原ペプチドを修飾することで
MHCⅠによる抗原提示を補助する役割を有する酵素であることが明らかとなって
いる (91)。また IRF-10 は、ヒトにおいて、T 細胞マイトジェンである concanavalin A、
Ⅰ型およびⅡ型 IFN 刺激により発現誘導され、MHCⅠを発現誘導することが明らか
となっている (92)。またヒラメ IRF-10 は、ウイルス感染および細菌感染により発現
量が増加したことから、Ⅰ型 IFN活性化の制御に関与することが示唆されている (73)。
これらのことから、水温の上昇は各種免疫関連遺伝子の発現応答に影響を及ぼすこ
とが明らかとなった。特に、IFN-γ 関連遺伝子の発現応答に影響を及ぼし、低水温と
比較して、より早く発現応答を惹起することが示唆された。本研究において、接種
6 時間後に続く解析時間は接種 3 日後であるため、接種 3 日後以前の免疫関連遺伝
子発現応答を解析することで、先行研究のように水温の影響による発現動態の違い
が明らかになると考えられる。また、水温上昇により ERAP2 および IRF-10 の発現
応答がみられたことから、水温上昇は MHCⅠに関与する遺伝子の発現応答を促進す
ることで抗原提示を早期化することが示唆された。 
 
3．病原微生物に対するヒラメの獲得免疫応答に及ぼす水温の影響 
15 ℃または 22 ℃で飼育したヒラメの E. tarda FKC または PBS 接種後の脾臓に
おける T-bet、GATA-3、CD4-2 および CD8α の発現動態は、遺伝子により異なってい
た。T-bet は 15 ℃および 22 ℃の FKC 接種区において有意な mRNA 量の減少がみら
れたのに対して、GATA-3 および CD8α は、15 ℃の FKC 接種区においてのみ有意な
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mRNA 蓄積量の減少がみられた。また CD4-2 は、22 ℃の FKC 接種区においてのみ
有意な mRNA 蓄積量の増加がみられた。これらのことから、水温の低下は各種 T 細
胞分化関連遺伝子の発現応答を抑制する傾向がみられることが明らかとなった。先
にも述べたが、病原微生物は宿主の免疫応答を抑制するために T-bet および GATA-3
の発現量を抑制することが示唆されている (44)。先のヒラメ T-bet および GATA-3 の
構造および発現解析の研究は、22 ℃飼育下で行い、各種遺伝子の初期発現動態にお
いて mRNA 蓄積量の減少はみられたが、本研究結果より、mRNA 蓄積量の減少は
FKC 接種後の一時的なものであると考えられた。一方、15 ℃飼育下においては接種
14 日後においても mRNA 蓄積量は減少傾向にあり、CD8α は接種 28 日後において
も減少したままであった。このことから、低水温下においては、各種 T 細胞分化関
連遺伝子の発現応答が抑制される期間が長いことが示唆された。また、このことか
ら低水温下においては、獲得免疫の成立に時間を要することが示唆された。 
一方、E. tarda FKC または PBS 接種後の血清中抗体価も水温により異なる動態を
示した。15 ℃の FKC 接種区は接種 28 日後に有意な抗体価の上昇がみられたのに対
して、22 ℃の FKC 接種区は接種 14 日および 28 日後において有意な抗体価の上昇
がみられた。また、凝集試験の結果より、接種 28 日後において 22 ℃の FKC 接種区
は最も高い凝集抗体価を示すことが明らかとなった。ニジマスにおいて、Y. ruckeri 
FKC 接種後の血清中抗体価は、5 ℃と比較して 15 ℃、25 ℃と水温の上昇に伴いよ
り早い段階で上昇し、25 ℃において最も高い抗体価を示すことが報告されている 
(88)。また、ヒラメにおいて、不活化したリンホシスチスウイルスを接種した時、9 ℃
および 15 ℃で飼育した個体の血清中抗体価は 21 ℃および 26 ℃で飼育した個体と
比較して低く、抗体価の上昇においても 2 週間から 1 か月間の遅れがみられること
が報告されている (93)。これらのことから、ヒラメも E. tarda FKC 接種に対して水温
によらず抗体を産生するものの、他魚種および他の刺激に対するものと同様に、低
水温下において抗体産生は抑制され、その応答は高水温下と比較して遅れることが
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示唆された。一方、アメリカナマズ（Ictalurus punctatus）は、低水温下における抗体
産生量が極端に少ないことから、低水温下においては獲得免疫における Th 細胞の
働きが特に抑制されると考えられている (94)。このことから、本研究における抗体価
上昇の遅れは、低水温により獲得免疫における Th 細胞の働きが抑制されたことに
よるものであることが示唆された。 
また、E. tarda に対する感染防御能においても水温による影響がみられた。各水温
区ともに E. tarda FKC 接種により PBS 接種区と比較して死亡が遅れる傾向がみら
れ、さらに、22 ℃の FKC 接種区は 15 ℃の FKC 接種区と比較して死亡が遅れる傾
向がみられた。また、いずれの試験区においても十分な防御効果は得られなかった。
ヒラメにおいて、E. tarda FKC による免疫後に E. tarda を感染させると、血清中抗体
価は上昇するものの十分な防御効果が得られず、生残魚においても E. tarda の保菌
率は高いことが報告されている (95)。また、PBS 接種区と比較して、FKC 接種区は
死亡が遅れる傾向がみられることが報告されている。E. tarda は、食細胞内に入り込
み、その中で生存する細胞内寄生細菌であり、細胞性免疫を誘導することで十分な
防御能を賦与することができる (96)。本研究において接種した FKC は、主に抗体に
依存する液性免疫を誘導するため、抗体価の上昇はみられたものの、十分な防御効
果は得られなかったと考えられる。S. iniae および L. garvieae などの細胞外寄生細菌
を対象とすることで、異なる飼育水温下における感染防御能の比較は十分に行える
と考えられる。一方、低水温下において、移植片の拒絶は大幅に延びることから、
細胞性免疫は低水温下において阻害されることが示唆されている (5, 16)。十分な防御
効果は得られなかったものの、22 ℃の FKC 接種区は 15 ℃の FKC 接種区と比較し
て死亡が遅れる傾向がみられたことから、22 ℃の FKC 接種区は FKC 接種により細
胞性免疫が誘導され、E. tarda に対する防御能が賦与されていたことが示唆された。 
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第四節 総括 
 本研究では、哺乳類において Th1 細胞分化に関与する T-bet、Th2 細胞分化に関与
する GATA-3、また造血に関与する GATA-1 および GATA-2like について、硬骨魚類
における知見を得るため、ORF の決定および発現動態の解析を行った。ヒラメ T-bet
は哺乳類 T-bet の分子相同種であり、主に脾臓において mRNA の蓄積が確認された
ことから、T 細胞による免疫応答に関与することが示唆された。ヒラメ GATA-3 は
哺乳類 GATA-3 の分子相同種であるが、DNA 結合能を左右する YxKxHxxxRP 配列
において変異が確認され、その結合能は哺乳類と比較して低いものであることが示
唆された。また、主に鰓において mRNA の蓄積が確認されたことから、T 細胞によ
る免疫応答に関与することが示唆された。ヒラメ GATA-1 は哺乳類 GATA-1 の分子
相同種であり、主に脾臓において確認されたことから、造血に関与することが示唆
された。また、GATA-2like は哺乳類 GATA-2 の分子相同種であるが、ドメイン構造
の違いから哺乳類と異なる機能を有すると考えられ、主に鰓において mRNA の蓄積
が確認されたことから、赤血球の生存に関与することが示唆された。 
 次いで、免疫関連遺伝子発現動態の調節に及ぼす水温の影響を解明するため、ヒ
ラメを用いて、不活化菌体接種に対して特異的に発現変動する免疫関連遺伝子を網
羅的に解析した。IFN-γ は 22 ℃において 15 ℃と比較して早い段階で発現変動する
ことが明らかとなった。また、水温の上昇は特に IFN-γ 関連遺伝子の発現動態に影
響を及ぼすことが明らかとなり、MHCⅠに関与する遺伝子の発現応答を誘導するこ
とで抗原提示を促進し、低水温下と比較してより早い段階で獲得免疫を誘導するこ
とが示唆された。一方、低水温下において、ヒラメ T-bet および GATA-3 の発現が抑
制される期間は長く、また抗体価の上昇は高水温下と比較して遅れることから、低
水温により獲得免疫における Th 細胞の働きは抑制されることが示唆された。以上
の応答を背景として、高水温下における病原微生物に対する感染防御能は、低水温
下と比較してより早い段階で賦与されると考えられた。 
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Table 1 GenBank accession numbers used for T-bet multiple alignment and phylogenetic tree 
analysis. 
Protein names GenBank accession numbers 
Carp T-bet ACH99858 
Ginbuna T-bet BAF73805 
Grass carp T-bet AGG68944 
Human T-bet NP_037483 
Mouse T-bet NP_062380 
Rainbow trout T-bet NP_001182722 
Salmon T-bet NP_001186155 
Zebrafish T-bet NP_001164070 
Frog Eomes NP_001122124 
Human Eomes NP_005433 
Mouse Eomes NP_034266 
Salmon Eomes NP_001191029 
Zebrafish Eomes AAG48250 
Frog T-brain1 NP_001072587 
Human T-brain1 NP_006584 
Mouse T-brain1 NP_033348 
Zebrafish T-brain1 NP_001108562 
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Table 2 GenBank accession numbers used for GATA multiple alignment and phylogenetic 
tree analysis. 
Protein names GenBank accession numbers 
Chicken GATA-1 P17678 
Frog GATA-1 AAI70023 
Human GATA-1 AAH09797 
Medaka GATA-1 BAD04991 
Mouse GATA-1 AAH52653 
Salmon GATA-1 NP_001133239 
Zebrafish GATA-1 AAI24484 
Chicken GATA-2 NP_001003797 
Frog GATA-2 NP_001084043 
Human GATA-2 AAA35869 
Medaka GATA-2 NP_001098356 
Mouse GATA-2 AAI07011 
Zebrafish GATA-2 NP_571308 
Carp GATA-3 ACH99859 
Chicken GATA-3 NP_001008444 
Frog GATA-3 P23773 
Ginbuna GATA-3 BAF98873 
Human GATA-3 CAA38877 
Medaka GATA-3 BAD91312 
Mouse GATA-3 NP_032117 
Rainbow trout GATA-3 NP_001182721 
Salmon GATA-3 NP_001165271 
Zebrafish GATA-3 NP_571286 
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Table 3 Sequences of primers for confirming of EST. 
Primer name Oligo nucleotide sequence 
T-bet EST-F1 5'-TATTAACTGGACGCAGGAGC-3' 
T-bet EST-R1 5'-TAGGAGGAAGTGAAGTCGAG-3' 
T-bet EST-F2 5'-CTGTCACTGCCTATCAGAAC-3' 
T-bet EST-R2 5'-GTATCTGTCTGCACCACAGT-3' 
GATA-1 EST-F 5'-TAGTAACGCTGTGCAACCGT-3' 
GATA-1 EST-R 5'-GTTGCGTGTTTGAATGCCCT-3' 
GATA-2like EST-F 5'-CTGTGAATGGACACGGTGGA-3' 
GATA-2like EST-R 5'-TGTGCATGAAGCCGGACGAT-3' 
GATA-3 EST-F 5'-GCTTCGGCGTGCATGAACAT-3' 
GATA-3 EST-R 5'-CCGCAGTTCACACACTCTCT-3' 
 
 
 
Table 4 Sequences of primers for colony PCR. 
Primer name Oligo nucleotide sequence 
M13-F 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' 
M13-R 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 
 
 
 
Table 5 Sequences of primers for RACE PCR. 
Primer name Oligo nucleotide sequence 
GATA-1 3'-RACE 1st 5'-AGACGCAACGCCAATGGAGA-3' 
GATA-1 3'-RACE 2nd 5'-ACTGCACAATGTCAATCGGC-3' 
GATA-2like 3'-RACE 1st 5'-CACCATCCCATACCGACGTA-3' 
GATA-2like 3'-RACE 2nd 5'-TACTCTCTACCGGCGGCACA-3' 
GATA-3 3'-RACE 1st 5'-CCAAGTAGCCTGATAGGTGG-3' 
GATA-3 3'-RACE 2nd 5'-AACAAGGTCCTGTTCAGAGG-3' 
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Table 6 Sequences of primers for qPCR. 
Primer name Oligo nucleotide sequence 
β-actin qPCR-F 5'-TGATGAAGCCCAGAGCAAGA-3' 
β-actin qPCR-R 5'-CTCCATGTCATCCCAGTTGGT-3' 
EF-1α qPCR-F 5'-CATGGTCGTGACCTTCGCTC-3' 
EF-1α qPCR-R 5'-CTCGGGCATAGACTCGTGGT-3' 
IL-1β qPCR-F 5'-CAGCACATCAGAGCAAGACAACA-3' 
IL-1β qPCR-R 5'-TGGTAGCACCGGGCATTCT-3' 
Hepcidin-2 qPCR-F 5'-CGTGCTCGCCTTTGTTTG-3' 
Hepcidin-2 qPCR-R 5'-TGATGTGCCGCAACTGG-3' 
IFN-γ qPCR-F 5'-TGTCAGGTCAGAGGATCACACAT-3' 
IFN-γ qPCR-R 5'-GCAGGAGGTTCTGGATGGTTT-3' 
IRF-1 qPCR-F 5'-CGTTGCCTGACATTGAGGAG-3' 
IRF-1 qPCR-R 5'-TACCGTCTTCCCCTGCTTTG-3' 
TAP-1 qPCR-F 5'-GCTCTTGGTGTGCTTGGATG-3' 
TAP-1 qPCR-R 5'-GAGGAGTGGATGGGAGATGAAG-3' 
T-bet qPCR-F 5'-CGGCTCGACTTCACTTCCTC-3' 
T-bet qPCR-R 5'-CTGATACGGAAACGCTGGTG-3' 
GATA-1 qPCR-F 5'-AGCCTGTGTGTAACGCCTGTG-3' 
GATA-1 qPCR-R 5'-CCGCCTTCTTGCTCTTCTTG-3' 
GATA-2like qPCR-F 5'-CCAGGATGGACGAGAAGGAC-3' 
GATA-2like qPCR-R 5'-GTATGGGATGGTGGGTGGAG-3' 
GATA-3 qPCR-F 5'-CCCTGGCCGAGAGTATGAA-3' 
GATA-3 qPCR-R 5'-TTGTGGGTATGTGGCGATG-3' 
IgM qPCR-F 5'-CCTCACTGACTTTCGCTTGGG-3' 
IgM qPCR-R 5'-GGACTCGGATTTGACTGACTCC-3' 
CD4-2 qPCR-F 5'-CACAGCGAGGACGTCAGAAA-3' 
CD4-2 qPCR-R 5'-TCTCTCCCATCACTCCTTTAGCA-3' 
CD8α qPCR-F 5'-CCTCTCCCCATACATTGATTCC-3' 
CD8α qPCR-R 5'-CCGAGCTTTGCTGAAGGACTT-3' 
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Table 7 Sequences of primers for confirming of microarray result by qPCR. 
Primer name Oligo nucleotide sequence 
CUST_441-F 5'-TTTGGTCATCTCATCCCAACC-3' 
CUST_441-R 5'-CTTCCAGCACAATTCACAGACAC-3' 
CUST_166-F 5'-GCACCTGAAAGAGTGGCTGA-3' 
CUST_166-R 5'-ATGGTCCTGTCCTCGTCCTC-3' 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 8 Sequences of primers for detection of Edwardsiella tarda. 
Primer name Oligo nucleotide sequence 
E. tarda gyrB-F 5'-GCATGGAGACCTTCAGCAAT-3' 
E. tarda gyrB-R 5'-GCGGAGATTTTGCTCTTCTT-3' 
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Table 9 Agglutination titers of the antiserum at 28 dpi in fish injected with E. tarda FKC and 
PBS at 15 ˚C and 22 ˚C. The titers starting from 5-fold dilution were performed using 
microtiter plate. The data shown are representative of five fish. 
 
  Dilution 
Group 5 10 20 40 80 160 320 
FKC-15 ˚C 5/5 4/5 4/5 4/5 2/5 0/5 0/5 
FKC-22 ˚C 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 
PBS-15 ˚C 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
PBS-22 ˚C 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
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Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of jfT-bet cDNA ORF. 
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Fig. 2 Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of T-bet in Japanese flounder, 
other teleost, human and mouse. The multiple alignment was produced using ClustalW. Dots 
indicate identical symbols and dashes indicate gaps. The T-box DNA binding domain is 
indicated by solid lines above the alignment. 
T-box DNA binding 
domain 
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Fig. 3 Phylogenetic tree showing the relationship between teleost T-bet genes and the T-brain1 
subfamily. The phylogram was constructed by neighbor-joining methods using MEGA 
version 6.0. The numbers at the relevant branches refer to bootstrap values of 500 replications. 
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Fig. 4 Tissue distribution of transcripts jfT-bet of healthy fish (A), E. tarda FKC injected fish 
(B) and S. iniae FKC injected fish (C). qPCR and RT-PCR for jfT-bet and EF-1α was 
performed with cDNA various tissues of five and one fish respectively. EF-1α was used as an 
internal control. The expression level in each tissue is presented as the proportion of that 
signal relative to that of liver. The data are presented in log2 scale. 
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Fig. 5 Nucleotide and deduced amino acid sequences of jfGATA-1 cDNA ORF. 
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Fig. 6 Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of GATA-1 in Japanese 
flounder, other teleost, human and mouse. The multiple alignment was produced using 
ClustalW. Dots indicate identical symbols and dashes indicate gaps. The Zn finger domains 
are indicated by solid lines above the alignment. 
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Fig. 7 Nucleotide and deduced amino acid sequences of jfGATA-2like cDNA ORF. 
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Fig. 8 Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of GATA-2like in Japanese 
flounder, other teleost, human and mouse. The multiple alignment was produced using 
ClustalW. Dots indicate identical symbols and dashes indicate gaps. The Zn finger domain is 
indicated by solid line above the alignment. 
 
 
 
Zn finger 
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Fig. 9 Nucleotide and deduced amino acid sequences of jfGATA-3 cDNA ORF. 
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Fig. 10 Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of GATA-3 in Japanese 
flounder, other teleost, human and mouse. The multiple alignment was produced using 
ClustalW. Dots indicate identical symbols and dashes indicate gaps. The Zn fingers are 
indicated by solid lines above the alignment. 
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Fig. 11 Phylogenetic tree showing the relationship among vertebrate GATA-1, GATA-2 and 
GATA-3. The phylogram was constructed by neighbor-joining methods using MEGA version 
6.0. The numbers at the relevant branches refer to bootstrap values of 500 replications. 
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Fig. 12 Tissue distribution of transcripts jfGATA-1 of healthy fish (A), E. tarda FKC injected 
fish (B) and S. iniae FKC injected fish (C). qPCR and RT-PCR for jfGATA-1 and EF-1α were 
performed with cDNA various tissues of five and one fish respectively. EF-1α was used as an 
internal control. The expression level in each tissue is presented as the proportion of that 
signal relative to that of liver. The data are presented in log2 scale. 
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Fig. 13 Tissue distribution of transcripts jfGATA-2like of healthy fish (A), E. tarda FKC 
injected fish (B) and S. iniae FKC injected fish (C). qPCR and RT-PCR for jfGATA-2like and 
EF-1α were performed with cDNA various tissues of five and one fish respectively. EF-1α 
was used as an internal control. The expression level in each tissue is presented as the 
proportion of that signal relative to that of liver. The data are presented in log2 scale. 
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Fig. 14 Tissue distribution of transcripts jfGATA-3 of healthy fish (A), E. tarda FKC injected 
fish (B) and S. iniae FKC injected fish (C). qPCR and RT-PCR for jfGATA-3 and EF-1α were 
performed with cDNA various tissues of five fish and one fish respectively. EF-1α was used 
as an internal control. The expression level in each tissue is presented as the proportion of that 
signal relative to that of liver. The data are presented in log2 scale. 
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Fig. 15 Changes of jfT-bet (A), jfGATA-3 (B), CD4-2 (C), CD8α (D) and IgM (E) expression 
in spleen after E. tarda and S. iniae FKC injection. The data shown are representative of five 
fish. Spleen was collected at 3, 6, 12 hpi, 1 and 3 dpi. β-actin was used as an internal control. 
The mRNA level of the fish which were not injected (day 0) was used as standard. Asterisks 
indicate a significant (p < 0.05) difference. 
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Fig. 16 Changes of jfGATA-1 (A) and jfGATA-2like (B) expression in spleen after E. tarda 
and S. iniae FKC injection. The data shown are representative of five fish. Spleen was 
collected at 3, 6, 12 hpi, 1 and 3 dpi. β-actin was used as an internal control. The mRNA level 
of the fish which were not injected (day 0) was used as standard. Asterisks indicate a 
significant (p < 0.05) difference. 
  
(A) GATA-1 (B) GATA-2like 
E. tarda FKC S. iniae FKC E. tarda FKC S. iniae FKC 
89 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17 Changes of IL-1β (A), IFN-γ(B), hepcidin (C), IRF-1 (D) and TAP-1 (E)  expression 
in spleen of L. garvieae FKC injected Japanese flounder a 15 ℃ and 22 ℃. The data shown 
are representative of five fish. Spleen was collected at 12 hpi, 1, 3 and 7 dpi. β-actin was used 
as an internal control. The mRNA level of the fish which were not injected (day 0) was used 
as standard. Asterisks indicate a significant (p < 0.05) difference. 
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Fig. 18 Changes of IL-1β (A), IFN-γ(B), hepcidin (C), IRF-1 (D) and TAP-1 (E)  expression 
in spleen of E. tarda FKC injected Japanese flounder at 15 ℃ and 22 ℃. The data shown 
are representative of five fish. Spleen was collected at 3, 6 and 12 hpi, 1, 3, 7 and 14 dpi. β-
actin was used as an internal control. The mRNA level of the fish which were not injected 
(day 0) was used as standard. Asterisks indicate a significant (p < 0.05) difference. 
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Fig. 19 Hierarchical clustering analysis of microarray data based on a set of 156 nonredundant 
E. tarda FKC-responsive genes when compared to the 0 day groups.  
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Fig. 20 Confirmation of microarray result by qPCR. Modulation of ERAP2 (A) and IRF-10 
(B) expression in spleen of E. tarda FKC and PBS injected Japanese flounder at 15 ℃ and 
22 ℃. The data shown are representative of five fish. Spleen was collected at 6 hpi, 3, 14 and 
28 dpi. β-actin was used as an internal control. The mRNA level of the fish which were not 
injected (day 0) was used as standard. Asterisks indicate a significant (p < 0.05) difference. 
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Fig. 21 Changes of jfT-bet (A), jfGATA-3 (B), CD4-2 (C) and CD8α expression in spleen of 
E. tarda FKC and PBS injected Japanese flounder at 15 ℃ and 22 ℃. The data shown are 
representative of five fish. Spleen was collected at 6 hpi, 3, 14 and 28 dpi. β-actin was used 
as an internal control. The mRNA level of the fish which were not injected (day 0) was used 
as standard. Asterisks indicate a significant (p < 0.05) difference. 
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(A) E. tarda FKC injected fish 
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Fig. 22 Serum antibody titers of fish injected with E. tarda FKC (A) and PBS (B) at 15 ˚C 
and 22 ˚C. Sera were collected at 6 hpi, 3, 14 and 28 dpi, and serum antibodies against E. 
tarda FKC were determined by ELISA. The data shown are representative of five fish. 
Asterisks indicate a significant (p < 0.05) difference. 
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Fig. 23 Survival rate of fish challenged with E. tarda following E. tarda FKC immunization 
at 15 ˚C and 22 ˚C for 28 days. Fish were intraperitoneally challenged with 3.7 ×10 4 CFU/fish 
of live E. tarda after acclimation from each rearing temperature to the challenge temperature 
(24 ˚C) for 7 days. The data shown are representative of ten fish. 
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